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RÉSUMÉ 
Le locus lgK chez la souris est très complexe et plusieurs études sont encore à faire sur 
cette partie du génôme. Grâce à l'avènement des banques d' ADN génômique de 
cosmides et du système d'électrophorèse en champs pulsé (CHEF pour 'contour-
clamped homogeneous electric fields'), des analyses plus étendues de ce locus peuvent 
être accomplies. 
L'objectif de cette étude est de déterminer l'organisation du locus lgK autour de la 
région génétique VKl afin de contribuer à la compréhension des mécanismes de 
XI 
recombinaison et de génération de la diversité des anticorps. L'établissement d'une 
liaison physique entre les gènes du locus Igic nous permettrait de répondre à plusieurs 
questions concernant ce locus. Le réarrangement est-il un mécanisme ordonné? A quoi 
un si grand nombre de gènes VK (100 à 300) servirait-il s'ils ne peuvent pas tous être 
exprimés? Est-ce que la position des gènes VK influence la fréquence et l'ordre de leur 
expression? 
Un clone VKl a été isolé d'une banque de cosmides pWE15 contenant de l' ADN 
génômique de foie de souris BALB/c, et cartographié. Parallèlement, une nouvelle 
technique de clonage en 'slot blot' a été testée avec la même banque de cosmides. 
D'autres sondes VK ont pu déceler la présence d'un second gène sur le clone criblé. 
D'après le séquençage de ces gènes, le gène criblé semblait faire partie plutôt de la 
famille VK23 et le second gène était un membre de la famille VK12. Ces gènes étaient 
distant de -8.5Kb et placés dans la même orientation transcriptionnelle. Une analyse 
des REFs BamHI de deux segments de gène a alors été enclenchée pour savoir si leur 
proximité était réelle dans l' ADN génômique de foie de souris BALB/c. la liaison de 
ces segments VK23 et VK12 ne s'accordait pas avec une carte génétique du locus, alors 
plus d'analyses RFLP ont été effectuées. D'autre part, l' ADN génômique de souris a 
été analysé sur un gel à deux dimensions utilisant la technique d'électrophorèse CHEF, 
et hybridé avec une sonde VKl. Cependant, la question de dipersion ou de regroupement 
des membres de la famille VKl sur le locus lgK demeure encore en suspend. 
xn 
A) INTRODUCTION 
A.1 Fonction des immunoglobulines 
Les anticorps (ou immunoglobulines) sont des molécules solubles qui circulent dans les 
fluides biologiques. Ils ont la capacité de se fixer sur des corps étrangers et de conduire 
à leur élimination de l'organisme. Ils sont donc intrinsèquement impliqués dans la 
réponse immunitaire humorale. Des globules blancs, les lymphocytes B, sécrètent les 
immunoglobulines qui représentent une des classes majeures de protéines retrouvées 
dans le sang, constituant environ 20% (en poids) du total des protéines plasmatiques 
(Alberts et al., 1983). Ces molécules sont très importantes dans le fonctionnement du 
système immunitaire puisqu'elles sont employées dans la prévention et même la 
guérison des maladies les plus infectieuses. 
A.2 Structure des immunoglobulines 
Les immunoglobulines sont composées de quatre chaînes polypeptidiques dont deux 
chaînes légères (L) identiques et deux chaînes lourdes (H) également identiques, unies 
entre elles par des ponts disulfures (Figure 1). On retrouve deux sites identiques de 
liaison spécifique à l'antigène par molécule qui sont formés par les régions variables 
V L et V 8 • Certains anticorps peuvent former des dimères ou des multimères de cette 
unité structurale, leur conférant des propriétés biologiques importantes (Kimball, 1986). 
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Figure 1. Structure d'un anticorps (lgG) de souris 
Les régions déterminant la complémentarité (CDR) sont hachurées et flanquées par les 
régions 'framework' (FR) qui sont indiquées par des rectangles blancs. Pour la partie 
variable (Vu) des chaînes lourdes, la région CDR3 est la région de diversité (D) et la 
région FR4 est la région 'joining' (J). Pour la partie variable (V J des chaînes légères, 
la région FR4 est également la région 'joining' (J). Les ponts disulfures entre les 
chaînes sont représentés par le signe -SS- et ceux présents à l'intérieur des chaînes 
sont indiqués par des lignes grasses. Les trois régions constantes des chaînes lourdes 
sont indiquées par C8 1, Cu2 et C83 tandis que la partie constante des chaînes légères 
est indiquée par le symbole CL. (D'après Tonegawa, 1983) 
2 
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A.2.a Chaînes légères et lourdes 
Les chaînes légères sont soit de type kappa (ic) ou lambda (l). Les deux types ont un 
poids moléculaire et une structure tridimentionnelle similaire mais leurs séquences 
d'acides aminés sont considérablement différentes; environ 40% d'homologie entre ces 
chaînes suggère qu'elles avaient un gène ancestral commun très ancien. La proportion 
de chaînes kappa et lambda varient beaucoup selon les espèces; elle est de 3:2 chez 
l'humain par opposition à 20:1 chez la souris et 1:20 chez le cheval (Hood et al., 1967). 
Ces fluctuations suggèrent tout de même que les deux types de chaîne ont une fonction 
biologique équivalente. 
Chaque chaîne légère est constituée d'une région variable (V) N-terminale (95 a.a.), 
d'une région 'joining' (J) (10 a.a.) et d'une région constante (C) C-terminale (115 a.a.). 
La région constante est composée d'une séquence d'a.a. qui ne varie pas pour chaque 
type d'immunoglobuline dans une espèce donnée. La région variable détermine pour 
chaque molécule d'immunoglobuline le site de liaison à l'antigène (partagé par la 
région V des chaînes légères et lourdes) puisqu'elle montre une grande diversité de 
séquences. Trois régions hypervariables ou déterminant la complémentarité (CDR ou 
'complementary detennining region') font parties de la région variable, et correspondent 
à la partie de l'anticorps qui entre en contact avec l'antigène (Amit, 1986; Alzari, 1988). 
Les trois CDR sont flanqués par quatre régions 'framework' (FR) plus conservées qui 
forment la charpente des chaînes légères et lourdes. 
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Les chaînes lourdes sont d'un seul type mais peuvent être catégorisées en cinq classes 
différentes: A, D, G, E et M. Chaque classe a une fonction biologique unique. Ces 
classes sont déterminées par les trois ou quatre domaines constants qui constituent la 
région constante ( - 330 a.a.). Selon le choix de la classe de chaîne lourde exprimée par 
une cellule B, les anticorps produits seront de type A, D, G, E ou M. Les chaînes 
lourdes possèdent également les régions variables (120 a.a. dont trois CDR et quatre 
FR) et 'joining', mais possèdent aussi une région de diversité (D) (ou région CDR3), 
qui, comme son nom l'indique, amène une certaine diversité â la molécule 
d'immunoglobuline â travers des mécanismes de combinaison et de ralliement comme 
décrit â la section A.4.a. 
A.3 Organisation des gênes d'immunoglobuline de souris 
Chez toutes les espèces examinées, les chaînes d'immunoglobuline sont codées par trois 
familles de gènes; celles des chaînes légères K et 1, et celle des chaînes lourdes. Chez 
la souris, la famille de gènes codant pour la chaîne lourde (locus IgH) se trouve sur le 
chromosome 12 (D'Eustachio et al., 1980). Le locus Igl, qui code pour les chaînes 
légères lambda, se trouve sur le chromosome 16 (D'Eustachio et al., 1981) et le locus 
IgK, qui fait l'objet de cette étude, est situé sur le chromosome 6 de la souris (Swan et 
al., 1979) et code pour les chaînes légères kappa. 
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A.3.a Structure des gênes de chaînes lourdes 
La figure 2.a montre l'organisation des gènes germinaux codant pour la chaîne lourde. 
Le locus IgH est constitué de quelques centaines de gènes V8 , quatre segments JH, au 
moins une quinzaine de segments D8 et huit régions CH (Yancopoulos et al., 1984; 
Hunkapiller et al., 1989). 
A.3.b Structure des gênes de chaînes légêres lambda 
Chez la souris, seulement 5 % des chaînes légères sont de type lambda. Le locus lg.Â. 
est constitué de deux régions V.À., quatre régions J.Â. et quatre régions C.Â.. Cependant, 
J.Â.4 et C.Â.4 ne sont probablement pas exprimés (Eisen et Reilly, 1985). 
La figure 2.b montre l'organisation du locus lg.Â. selon une carte de restriction de grands 
fragments d'ADN (Carson et Wu, 1989). On remarque que l'organisation de ces gènes 
est différentes de celle des gènes de chaînes légères kappa ou de chaînes lourdes, car 
les gènes lambda sont regroupés en blocs J-C et il y a seulement deux gènes V.À. pour 
former les chaînes légères lambda. 
A.3.c Structure des gênes de chaînes légères kappa 
L'organisation des gènes de chaînes légères kappa est similaire â celle de chaîne 
lourde excepté qu'il n'y a pas de région de diversité (D) et que, chez la souris, il n'y 
a qu'une seule région constante. Le locus Igic est également constitué de cinq régions 
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Figure 2. Structure des gènes des chaînes lourdes et légères lambda de souris 
(a) Structure des gènes des chaînes lourdes de souris 
Les régions variables (Vu), de diversité (Du), 'joining' (Ju) et constantes (C) sont 
représentées par des boîtes et des lignes grasses. Au bas de la figure sont indiquées 
quelques estimations de distances entre les différentes régions C (D'après Hunkapiller 
et al., 1989). 
(b) Structure des gènes des chaînes légères lambda de souris 
Les régions variables (V), 'joining' (J) et constantes (C) sont représentées par des 
boîtes et des lignes grasses. Quelques estimations de distances sont indiquées (D'après 
Carson et Wu, 1989). 
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JK dont un pseudogène (JK3) (Seidman et Leder, 1978), et de 100-300 régions VK 
( - 300 paires de bases chacune), selon les estimations (Gibson, 1984; Nishi et al., 1985), 
séparés par 10-12Kb (Heinrich et al., 1984). On estime donc par cette distance entre les 
régions codantes VK, que le locus lgK s'étend sur 500-2000Kb d' ADN génômique 
(D'Hoostelaere et al., 1988). La figure 3.a montre l'organisation du locus lgK del' ADN 
génômique germinal, c'est-à-dire de l'ADN non-réarrangé. 
Les gènes VK sont organisés en 28 familles de régions codantes (D'Hoostelaere et 
Klinman, 1990; Kofler et al., 1989). Les membres (e.g. V1dA, VKlB, ... ) de chaque 
familles ont plus de 80% d'homologie entre eux tandis que d'une famille à l'autre, 
l'homologie peut être moindre. Cette classification a été faite selon la similarité des 
séquences d'a.a. jusqu'au tryptophane en position 35 de toutes les chaînes légères 
kappa (Potter et al., 1982) et par la similarité des séquences d'acides nucléiques (Strohal 
et al., 1989). Les membres de chaque familles sont donc encodés par des gènes qui 
présentent des réactions croisées lors de l'analyse Southern. 
Durant le développement des lymphocytes B, cellules productrices d'Ig, le locus lgK 
subit un réarrangement qui juxtapose un des gènes VK avec une des quatre régions JK 
fonctionnelles. La figure 3.b montre que la région intronique entre le JK réarrangé et 
le CK est retenue lors de ce réarrangement. Ce fragment d' ADN réarrangé est transcrit 
en ARNm après l'épissage de l'ADN situé entre le complexe VK-JK et le CK, et l'ADN 
intronique entre le gène VK réarrangé et sa région 'leader' (Figure 3.c). Cette séquence 
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Figure 3. Organisation des gènes de chaines légères kappa de souris 
(a) Les segments de gènes variables (V) accompagnés de leur 'leader' (L), les segments 
de gène 'joining' (J) et le segment de gène constant (C) sont représentés par des boîtes. 
Les distances entre les régions V et J-C n'ont pas encore été déterminées. (b) 
Réarrangement Vic-J K. ( c) Transcription et épissage de l' ADN. 
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'leader', qui précède tous les gènes VK, est traduite avec la protéine de laquelle elle est 
clivée par la suite par une enzyme protéolytique, avant la sécrétion de la chaîne kappa 
par la cellule (Nisonoff, 1982). Par ce mécanisme de réarrangement, chaque cellule B 
exprimera des anticorps possédant le même site de liaison à un antigène. Le 
réarrangement est aussi une source de diversité pour les immunoglobulines qui devront 
reconnaître une multitude d'antigènes. 
Bien que ce mécanisme n'ait pas encore été décrit complètement, il a été proposé 
qu'un groupe d'enzymes nucléaires reconnaîtrait l' ADN (DBP pour 'DNA binding 
protein'), la cliverait (endonucléase), déléterait quelques nucléotides à la jonction des 
fragments (exonucléase), ajouterait de nouveaux nucléotides à cette jonction (terminale 
déoxynucléotidyle transférase) et réunirait Oigase) ces segments de gène (Alt et 
Baltimore, 1982). Plusieurs purifications d'extraits nucléaires ont démontré quelques-
unes de ces activités enzymatiques proposées (Aguilera et al., 1987; Desiderio et 
Baltimore, 1984; Kataoka et al., 1984). 
Les gènes RAG ('recombination activating gene') 1 et RAG 2 ont la capacité d'activer 
le processus de réarrangement chez des cellules non B. De plus, il a été démontré que 
ces gènes activent synergistiquement la fréquence de recombinaison des substrats dans 
des cellules qui ne subissent normalement pas de réarrangements (Oettinger et al., 1990). 
Cependant, le rôle de ces gènes dans la mécanique de réarrangement n'est pas encore 
connu. 
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Des éléments de régulation, appellés heptamère et nonamère, déterminent la 
recombinaison en un site spécifique. Ces éléments sont retrouvés chez tous les gènes 
qui subissent un réarrangement V(D)J, et sont toujours situés dans la même position par 
rapport aux exons qui se réarrangent (Figure 4). Des nucléotides non-conservés se 
situent également entre ces éléments et forment des espaces de 12 ou de 23 bases. La 
règle 12/23, qui concerne ces nucléotides, dirigerait la liaison d'exons spécifiques. 
Cette loi énonce que les réarrangements n'arrivent qu'entre les exons qui possèdent les 
deux types d'espacement (Alt, 1986). Donc, certains réarrangements anormaux (i.e. 
liaison V-J chez les chaînes lourdes) ne peuvent se produire â cause de la distribution 
de ces espacements sur l'ensemble des exons (Figure 4). Le mécanisme de 
recombinaison faisant état de ces éléments de régulation n'est toutefois pas encore 
établi. 
Il existe trois mécanismes de recombinaison probables pour les gènes Vx. de souris: la 
délétion, l'inversion et l'échange inégal de chromatides soeurs (Figure 5). La 
recombinaison a lieu surtout, sinon exclusivement, sur un seul chromosome (Launducci 
et al., 1970) car il existe un processus d'exclusion allélique pour chaque gène et dans 
chaque cellule. Ces trois mécanismes impliquent les éléments de régulation (heptamère-
nonamère) qui flanque chaque fragment V et J. Alors la recombinaison du locus Igx. 
donne deux types de structure: un gène VI fonctionnel et une structure nommée le 
produit réciproque (RP ou 'reciprocal product') qui est formé par la liaison des signaux 
de recombinaison des régions V et J (Steinmetz et al., 1980). 
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Figure 4. Distribution des espacements 12/23 compris avec les 
signaux de recombinaison heptamère-nonamère des gènes lg. 
Les régions codantes variables (V), de diversité (D) et 'joining' (J) sont indiquées par 
des rectangles blancs. Les heptamères sont représentés par des boîtes grises et les 
nonamères, par des boîtes noires, et leur séquence est décrite. La longueur des 
espacements (12 ou 23pb) est montrée au bas des reprédentations schématiques de 
chaque signaux de recombinaison. Les chaînes légères lambda et kappa ainsi que la 
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Figure S. Modèles de réarrangement des gènes d'immunoglobuline 
Pour les trois modèles (a, b etc), les régions codantes variables (V) et 'joining' (J) sont 
représentées par des rectangles. Le signal de recombinaison de la région variable est 
signalé par un triangle blanc et celui de la région 'joining', par un triangle noir. Le 
centromère est représenté par un cercle noir et les flèches indiquent l'orientation 
transcriptionnelle des exons. Le produit réciproque (RP ou 'reciprocal product') est 
montré par un losange noir et blanc. 
(D'après Blackwell et Alt, 1989) 
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La délétion implique la perte d'un fragment d' ADN entre les régions VK et JK qui se 
réarrangent (Figure 5.a), et sur lequel on retrouve le RP. L'inversion arrive lorsqu'un 
gène VK germinal est positionné dans une orientation transcriptionnelle opposée à celle 
d'un gène JK avec lequel l'arrangement par inversion doit avoir lieu (Figure 5.b). Le RP 
résultant est conservé sur le même chromosome. L'échange inégal entre chromatides 
soeurs consiste en l'échange des gènes V et J entre deux chromatides, cela durant la 
duplication mitotique (Figure 5.c). Après recombinaison, le RP produit est ségrégué 
lors de la division cellulaire. 
A.4 Génération de la diversité des anticorps 
La réponse immunitaire permet aux vertébrés de se défendre contre un grand nombre 
d'infections. D'ailleurs grâce au système de recombinaison génétique, les cellules 
productrices d'anticorps peuvent créées une multitude de molécules d'Ig avec un 
minimum de gènes. La génération de la diversité des anticorps permet d'expliquer, par 
divers mécanismes, la génération d'un grand nombre de molécules d'Ig différentes par 
le système immunitaire. 
A.4.a Diversité combinatoire 
Les gènes V sont codés par deux segments (V et J) pouvant se joindre dans différentes 
combinaisons. Donc, au niveau de l'ADN, les gènes V" et VL (K et À) réarrangés 
engendrent plusieurs possibilités combinatoires. Au niveau des protéines, les possibilités 
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combinatoires sont générées par l'association des différentes chaînes légères et 
lourdes. Par exemple, chez le locus kappa de souris, on compte environ 200 Vrc et 4 Jrc 
fonctionnels, ce qui fait une possibilité de 800 chaînes légères kappa. Si le même 
calcul est fait pour les chaînes lourdes, le produit des deux représente la diversité 
combinatoire. 
A.4.b Diversité au site de jonction 
Lors d'un réarrangement, la juxtaposition des différents fragments (VcJL, Vu-D, D-Ju) 
peut se faire avec une certaine variabilité sur quelques nucléotides donnant ainsi des sites 
de jonction nombreux et différents qui gérèrent de nouveaux codons VL-h, Vu-D-Jn 
(Tonegawa, 1983). Les jonctions produites dans la chaîne lourde sont délétées 
(exonucléase) de quelques nucléotides ou quelques bases y sont insérées (terminale 
déoxynucléotidyle transférase): la région D" peut être lue sur trois cadres de lecture 
différents sans jamais produire de codons d'arrêt (Hunkapiller et Hood, 1989) et une 
insertion au hasard de nucléotides (région N) peut avoir lieu entre les gènes durant la 
jonction (Tonegawa, 1983). La diversification au site de jonction et dans la région N 
altère la structure tridimentionnelle des régions V" des immunoglobulines et peut avoir 
un effet important sur le répertoire de spécificité antigénique (Hedrick, 1988). 
A.4.c Mutations somatiques 
Toute évidence semble indiquer que des mutations somatiques ont lieu seulement dans 
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les régions V réarrangées et seraient limitées sur une région d'environ 2Kb autour du 
gène V(D)J: près du promoteur en 5' et â -1.Kb en 3' du gène réarrangé (Lebecque 
et Gearhart, 1990). Le taux d'hypermutation approcherait 1x10-3 par base par génération 
cellulaire (Levy et al., 1989) comparé â lXlo-6, chez la plupart des types cellulaires. 
Ces mutations sont possiblement utiles pour accroître l'affinité de l'anticorps pour son 
antigène (Kocks et Rajewsky, 1989). 
A.4.d Conversion génique 
la conversion génique apparaît être également importante dans la génération de la 
diversité des immunoglobulines chez certaines espèces. Un exemple est celui du locus 
de chaîne légère l chez le poulet (Reynaud et al., 1987). Une seule région variable se 
réarrange avec une seule région 'joining' pour former une unité transcriptionnelle 
fonctionnelle. Un groupe de gènes variables non-fonctionnels situés en amont du gène 
recombiné contribue â la diversité de ce gène par un processus d'échange génétique 
(conversion génique). Ce processus est aussi connu chez le lapin (Knight et Becker, 
1990) et la grenouille (Schwager et al., 1989) au niveau de leur locus de chaînes 
lourdes. 
Le nombre de molécules différentes d'anticorps qu'un organisme peut produire n'est 
probablement pas inférieur à 1()6 (Williamson, 1976). Des estimés plus récents, 
additionnant tous les mécanismes qui génèrent la diversité et considérant les jonctions 
comme des fenêtres hypervariables, suggèrent jusqu'à 3.9Xl018 molécules d'Ig possibles 
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(Hunkapiller et Hood, 1989). 
A.5 Organisation du locus lgx et évolution génétique 
A.5.a Études de l'organisation du locus lgK 
La diversité structurale des molécules d'immunoglobuline chez la souris et l'homme est 
encodée principalement par des segments de gêne de région variable des chaînes 
lourdes (Vu) et légères kappa (Vx). Pour estimer le nombre de segments de gêne V dans 
le génôme et comment ils sont utilisés pour générer la diversité des anticorps, il est 
nécessaire de connaître leur organisation et leur séquence. Concernant l'organisation, 
il semble que les gênes variables V" sont préférentiellement réarrangés plus ils se 
trouvent près du segment J" (Yancopoulos et al., 1988). De plus, certains gênes V" sont 
réarrangés plusieurs fois, suggérant qüe leur séquence d' ADN ou que la structure les 
entourant peuvent augmenter la probabilité de réarrangement (Yancopoulos et al., 1984). 
Chez les gênes Vl, les régions variables placées â proximité des régions J-Cl seraient 
également réarrangées préférentiellement (Storb et al., 1989). Par contre, la position 
des gènes Vx par rapport â Jx n'influence pas la fréquence ni l'ordre de leur expression 
comme pour les gênes V" et V).. car le réarrangement Vx utilise des familles de gênes 
distribuées â travers le locus lgx (Lawler et al., 1989). D'autre part, selon Shapiro et 
Weigert (1987), le mécanisme de recombinaison par inversion pourrait influencer le 
répertoire Vx et aider â l'expression de ces gênes par le rapprochement des gênes Vx 
distants de Jx. Concernant la séquence nucléotidique des gênes germinaux, celle-ci 
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indique si ces gènes sont fonctionnels et encodent pour une protéine ou s'ils sont des 
pseudogènes. Les pseudogènes font partie du répertoire germinal même s'ils sont non-
fonctionnels â cause de codons d'arrêt, d'insertions, de délétions ou autres mutations. 
Il est également bon de savoir la séquence des gènes germinaux afin d'identifier les 
gènes différents qui sont engendrés par mutation somatique, et pour pouvoir les 
comparer afin de mieux comprendre l'évolution des gènes. 
Grâce â des études des chromosomes de cellules somatiques hybrides, le locus Igic a été 
assigné au chromosome 6 de la souris (Hengartner et al., 1978; Swan et al., 1979). 
L'organisation complexe de ce locus a été analysée â partir de délétions dans les 
myélomes (Seidman et Le<ler, 1978; Selsing et Storb, 1981), par l'utilisation de la 
technique de cartographie des peptides, la focalisation isoélectrique des chaînes légères 
en comparaison avec la génétique classique, et l'application des techniques de biologie 
moléculaire. Ainsi, plusieurs marqueurs génétiques et des polymorphismes génétiques 
associés au locus lgK de la souris ont été identifiés. 
La combinaison de la technique de focalisation isoélectrique (séparation de chaînes 
légères en bandes discrètes démontrant un certain polymorphisme avec d'autres chaînes 
L) et la génétique classique (pourcentage de recombinaison= distance génétique entre 
deux marqueurs) a permis d'identifier des souches de souris recombinantes pour les 
marqueurs de la région lgK tels que NAK et 85NS. Ces lignées de souris recombinantes 
sont très utiles pour déterminer l'ordre de certains gènes VK et pour les situer par 
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rapport aux marqueurs liés au locus lgK (D'Hoostelaere et Gibson, 1986). Par exemple, 
l'analyse de la fréquence de recombinaison entre les marqueurs génétiques Efl(V1c28) 
et Lyt2,3 du chromosome 6 a permis l'estimation de la distance génétique séparant ces 
deux marqueurs (0.30 centimorgans ou -600Kb, Gibson et al., 1983). La souche 
homozygote recombinante 85NS a alors été produite (Figure 6). 
Grâce aux techniques de biologie moléculaire développées pour le clonage del' ADN, 
plusieurs clones provenant du locus lgK ont été obtenus tels que la région CK-JK, ainsi 
que de nombreux gènes VK incluant les marqueurs Efl(V1c28) et Ef2(VK1). Ceci a 
permis la recherche de polymorphismes par des analyses RFLP ('restriction fragment 
length polymorphism'). Une sonde VK hybride à un ou plusieurs fragments de restriction 
(REF ou 'restriction endonuclease fragment') et donne un patron distinct d'hybridation 
selon l'enzyme employée pour digérer l'ADN génômique d'une souche de souris 
donnée. La comparaison de ces patrons entre différentes souches permet de trouver des 
polymorphismes génétiques sur le locus lgK. 
L'analyse des REFs de 55 souches de souris consanguines a été effectuée avec l'aide 
d'un grand nombre de sondes spécifiques aux gènes VK et â la région JK-CK du locus 
lgK (fableau 1, D'Hoostelaere et al., 1988), dans le but de déterminer les groupes 
alléliques et les haplotypes de ce locus et pour détecter les événements de 
recombinaison de souches recombinantes de souris. Les résultats obtenus dans cette 
étude et ceux d'autres études ont aidé à la construction d'une carte génétique du 
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Figure 6. Génération d'une souche recombinante (85NS) 
entre les marqueurs Efl et Lyt2,3. 
Le centromère est représenté par un cercle et le chromosome, par un rectangle. La lettre 
a désigne la présence du marqueur Lyt2,3 sur le chromosome et la lettre b, le marqueur 
Efl. Un premier croisement entre les souches PIJJ et C57BIJ6J donne la progéniture 
Fl qui subit une série de croisements congéniques avec la souche C57BL/6J. La souris 
dont le chromosome est recombinant pour les deux marqueurs est finalement croisée avec 
ses soeurs ou ses frères pour obtenir une souche homozygote recombinante 85NS. La 
fréquence de recombinaison entre Efl et Lyt2,3 est de 0.3cM impliquant une distance 
génétique de -600Kb entre eux: le génôme total de la souris = 3Xl09pb = 1600cM 
donc 2000Kb/cM (Gibson et al.,1983). 
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Tableau I. Ordre des gènes lgx: dérivé de recombinants et distribution des groupes 
alléliques parmi les haplotypes lgic 
Ce tableau montre les différents patrons de restriction (groupes alléliques a, b, c, ... ) 
attribués aux différentes familles de gènes VK (ainsi que JK, Clc, Ly2,3 et Rn7S-6) 
selon les souches de souris (représentant divers haplotypes) analysées par RFLP. L'ordre 
des gènes est déduit par les REFs de souches recombinantes telle B6.PL(85NS) ou non-
recombinantes (e.g. 020). 
(D'après D'Hoostelaere et al., 1988) 
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Echantllloni Groupe Alléllque 
d'ADN 
1 




1 a a a a a a a a a a a b a a ;a a a a 
NZB b b b b b b b b b b b b b b b b b b 
ABP,BALB/c a a a a c' b b b b b b b b b b b b b &. C57BL/6 
CSS b b b b b a a a a a a a a a a b a a 
SJL a a a a c' b b b b b b b b c c a b b 
CE c c c b b b b b b b b b b b b a b 
020 c c c c d a c c c c c d d b a b 
NAK b b b b b a a a a a a a a a a b a a 
86PL(75NS) bt b bt b bt a a a a a b a a 
BSPL(SSNS) b b b b b b b at a a b a a 
7255 a/b a/b a/b b/c' b/a b/a b/a b/a b/b b/b b/b 
1 
5942 1 a/a a/a c'/c' b/b b/b b/b 
OXAF 
OXAS a a a a a a a b 
c' : le groupe alléllque c est détecté avec Hlndlll. En utilisant BamHI, t : désignation mise en doute par nos résultats (voir page 101) .. 
ces souches montrent un patron de restriction AKR (Moynet et al., 1985). 
chromosome 6 de la souris (Figure 7). L'ordre des gènes pour le locus Igic est prédit, 
selon ces études et les modifications que nous avons apportées avec cette étude-ci, 
comme suit: centromère; {VKll, VK24, VK9,26); (VKl, VK9); (VK4, VK8, VKlO, 
VK19, VK28, Rn7S-6, VK23); (VK21, JK-CK); (Lyt2, Lyt3). 
Puisqu'il existe une grande homologie entre les familles de gènes VK, l'analyse Southern 
peut donner des réactions croisées entre deux familles VK. C'est pour cette raison que 
les sondes VK utilisées pour l'analyse RFLP doivent être spécifiques â une famille de 
gènes. 
Les segments de gènes VK, JK et CK codant pour les chaînes légères K chez l'humain 
ont été aussi beaucoup analysés (fonegawa, 1983; Honjo et Habu, 1985). L'objectif de 
ces études est également de déterminer l'organisation du locus lgic et la grandeur du 
répertoire des gènes VK pour mieux comprendre les mécanismes de recombinaison VK-
JK. 
Le locus Igic a été assigné au chromosome 2 humain par des analyses de cellules 
somatiques hybrides (McBride et al., 1982). La structure de ce locus est relativement 
semblable â celle de la souris: une région CK unique, 5 régions JK et plus de 80 régions 
VK. Les segments JK sont situés à environ 2.5Kb en 5' du CK et sont espacés par des 
intervalles réguliers de -300pb (Hieter et al., 1982). Les gènes JK sont également 
séparés du plus proche VK (gène B3) de seulement 23Kb (Klobeck et al., 1987). Deux 
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Figure 7. Carte génétique du chromosome 6 de la souris. 
Le centromère est représenté par un cercle. Plusieurs marqueurs génétiques sont situés 
le long du chromosome et le locus Igic est schématisé. Les sites de recombinaison des 
souches recombinantes NAK, 85NS, 7255, 5942 et OXAF sont indiqués. Le site de 
recombinaison 75NS serait absent selon les résultats présentés dans ce mémoire, mais 
il est tout de même signalé par une ligne pointillée qui suggère l'emplacement du site 
selon les recherches du Dr D'Hoostelaere. De même, la région dans laquelle se retrouve 
la famille de gènes V1c23 est attribuable aux résultats décrits dans ce mémoire. Selon 
les données de D'Hoostelaere et al. (1988), cette famille de gènes serait plutôt placée 
télomériquement par rapport au site de recombinaison 85NS. Les groupes de gènes VK 
ordonnés selon des différences dans les haplotypes sont montrés par la position des 
souches 020 et CE. La distance génétique entre Lyt2,3 et V1c28(Efl) est de 0.30cM et 
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copies similaires mais non-identiques de régions VK font partie du locus, suggérant 
qu'elles sont le résultat d'un événement de duplication (Pech et al., 1985; Zachau et al., 
1984). 
L'arrangement et les distances entre les régions de chaînes kappa clonées ont été 
étudiés à l'aide de la technique d'électrophorèse en champs pulsé (Lorenz et al., 1987). 
Des fragments Notl de 1.0 et 1.3Mb contiennent 31 et 32 segments de gène VK, 
respectivement. Ceci suggère que la grandeur du locus lgK humain est d'au moins 2.5Mb 
si ces deux fragments sont vraiment contigus. Le fragment Notl de 250Kb contenant les 
régions Wb et Wa (dont 10 gènes VK) a été assigné également au Chromosome 2 
(Lôtscher et al., 1988a) et ferait supposément partie du locus lgK humain (Zimmer et 
al., 1990). On observe à la figure 8 la carte génétique proposée par ces études et dont 
la polarité transcriptionnelle de plusieurs gènes VK par rapport à JK-CK est indiquée; 
les mécanismes de réarrangement probables pour les gènes VK humains sont soit la 
délétion ou l'inversion. 
A.5.b Évolution des gènes d'immunoglobulines 
Le premier événement dans l'évolution du système de gènes d'lg a probablement 
impliqué la segmentation d'un exon unique encodant une protéine qui possédait la 
conformation basale d'un domaine Ig. Quelques chercheurs ont supposé que cette 
conformation ancestrale était soit du type moléculaire de la protéine de surface Thy-1 
(Williams, 1991) ou soit du type des unités d'homologie V, Cet H des Ig dont le 
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Figure 8. Locus lgic humain 
Des groupes de gènes VK sont représentés par des rectangles sous lesquels les régions 
(La, Aa, Oa), (Wb, Wa) et (B) sont indiquées, ainsi que le nombre de gènes estimé 
pour chaque groupe. La région (La, Aa, Oa) est dupliquée et les polarités 
transcriptionnelles sont montrées par des flèches. La région B est placée â une distance 
de 23Kb par rapport â JK-CK (Lorenz et al.,1987). 
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développement semble avoir coïncidé avec l'apparition de groupes de gènes fonctionnels 
et le développement de la complexité des Métazoaires (il y a -800 millions d'années, 
Hunkapiller et al., 1989). Cet exon divisé aurait évolué en structures de type V-J-C ou 
V-D-J-C à travers des duplications et/ou des recombinaisons. Puis le développement de 
ce système aurait impliqué la duplication des unités de ces groupes V-J-C ou V-D-J-C. 
La diversification de séquences dans les CDR des segments V aurait étendu l'éventail 
des spécificités de site de combinaison. D'autres diversifications dans les régions FR et 
C des chaînes lourdes ainsi que des mutations somatiques auraient pu aussi faire évoluer 
les gènes d'Ig (Litman et al., 1991). 
La duplication génétique initiale (au début de l'évolution) est un événement rare et 
imprévisible. Elle est difficile à analyser car la plupart des familles de gènes ont été 
formées il y a tellement longtemps que des mutations subséquentes ont masquées leur 
duplication originale de telle façon que les séquences d'aujourd'hui ne sont plus 
comparables. Pour cette raison, les duplications relativement récentes doivent être 
étudiées pour élucider les détails de ces événements initiaux. Quatre catégories 
d'événements sont des candidats susceptibles de conduire vers la duplication génétique 
(Figure 9): (a) événement aléatoire de brisure chromosomale non-homologue et de 
réunion; (b) recombinaison homologue mais inégale entre deux copies d'une séquence 
répétée qui, par chance, est présente sur chaque côté d'un gène à copie unique; (c) 
transposition médiée par l 'ARN; ( d) amplification génétique par la réplication multiple 
(Maeda et Smithies, 1986). 
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Figure 9. Événements pouvant mener à la duplication génétique 
Pour les quatres catégories d'événement, les régions codantes sont identifiées par des 
rectangles gris. (a) Les bris d' ADN sont signalés par des flêches verticales et le cercle 
représente la nouvelle séquence reliant les exons (insertions ou délétions de 
nucléotides). (b) Les rectangles noires situés en 5' et en 3' des régions codantes sont 
des séquences répétées où une recombinaison homologue peut avoir lieu. ( c) Les lignes 
ondulées représentent l' ARN messager avec sa queue polyA. Les cercles indiquent les 
nouvelles séquences créées après l'insertion du transcrit (ARNm) dans le génôme. (d) 
Les points d'intersection des lignes grasses sont les sites d'initiation multiples d'un gêne 
répliqué ici trois fois. Le point d'interrogation indique que le nombre de copies d'un 
gêne extra.répliqué peut varier considérablement. 
(D'après Maeda et Smithies, 1986) 
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Un événement peut être catégorisé comme non-homologue s'il n'y a aucune similarité 
de séquences entre le point de recombinaison en 5' d'un des chromosome et celui en 3' 
de l'autre chromosome (Figure 9.a). Il ne faut pas qu'il y ait non plus de caractéristiques 
spéciales dans la séquence d' ADN des deux régions impliquées dans la recombinaison, 
qui pourraient prédisposer la recombinaison. Les événements de réunions pourraient 
être plus complexes qu'une simple jonction franche entre les deux parties (Maeda et al., 
1984) car des insertions et des délétions de nucléotides ont été décrites (Otto et al., 
1986; Collins et Weissman, 1984). 
Des chercheurs ont noté qu'une courte séquence de - 120pb arrive trois fois dans une 
région de duplication d' ADN (5Kb) qui inclus les gênes fétaux de globine humaine Gy 
et Ay, et cela sur le côté 5' des duplicata, entre les deux duplicata, et sur leur côté 3' 
(Shen et al., 1981). Cette duplication était supposément la conséquence d'une 
recombinaison inégale mais homologue (Figure 9.b) impliquant deux séquences répétées 
de 120pb qui, par chance, flanquaient la copie ancestrale unique du gêne fétal de y-
globine. Ces séquences répétées seraient utiles pour générer des duplications d' ADN 
qui peuvent conduire aux familles multigéniques comme celle des Ig. Toutefois, il y a 
un risque que la recombinaison inégale entre ces séquences répétées amène des 
délétions. En effet, la recombinaison homologue mais inégale peut apporter la 
multiplication ou la délétion de certains gênes apparentés sur un même chromosome, 
ce qui amène la spécificité des espèces (comme stipulé par le modèle d'expansion-
contraction des gênes, Smith et al., 1971) (Figure 10). 
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Figure 10. Expansion et contraction de gênes homologues 
par recombinaison homologue inégale. 
Les régions codantes (e.g. des gènes VK) sont représentées par des rectangles 
numérotés de 1 à 7 ou sont identifiés par des lettres de A â G. Le chromosome étendu 
illustre la multiplication des gènes homologues et le chromosome contracté, la délétion 
de certains gènes sur un même chromosome. 
(D'après Smith et al., 1971) 
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L'insertion aléatoire de copies d' ADN double brin d'un transcrit (ARN) dans le génôme 
peut conduire à la formation d'une famille de gènes à partir d'un gène à copie unique 
codant pour une protéine. Effectivement, les pseudogènes (dont la séquence est 
apparentée à un gène fonctionnel mais est défectueuse) qu'on croit avoir été formés 
à partir de transcrits d' ARN ayant subi un certain épissage ont été trouvés chez 
plusieurs familles de gènes dont celle des immunoglobulines (Battey et al., 1982; Hollis 
et al., 1982). Les pseudogènes "épissés" sont soit une copie complète de l'ARN 
transcrit à partir du gène fonctionnel, soit une copie partielle del' ARNm correspondant 
ou soit qu'ils contiennent des séquences additionnelles à celles attendues chez l' ARNm 
(Vanin, 1985). Les caractéristiques structurales générales de ces pseudogènes 
comprennent le manque total des séquences intervenantes (introns) rencontrées chez les 
gènes fonctionnels, une queue pol y A à l'extrémité 3', et des répétitions directes 
flanquant la séquence du pseudogène (Figure 9.c). Souvent, ces pseudogènes sont 
trouvés sur un chromosome différent de leur contrepartie fonctionnelle (Battey et al., 
1982). Tous les pseudogènes "épissés" ont été formés récemment dans l'évolution 
puisque la comparaison des séquences de ceux-ci avec leur contrepartie fonctionnelle 
indique une très grande homologie. En fait, tous les pseudogènes analysés sont arrivés 
après l'émergence des mammifères (il y a -100 millions d'années, Vanin, 1985). Il 
existe également des pseudogènes non "épissés" chez les immunoglobulines dont deux 
appartenant au groupe VKl de souris ont été analysés (Chung et Gibson, 1991). Chacun 
possède une délétion de nucléotides les empêchant d'être fonctionnels. Selon le modèle 
d'expansion-contraction des gènes, ces derniers auteurs ont rapporté que la duplication 
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de ces pseudogènes devait avoir eu lieu il y a seulement 2-3 millions d'années. 
L'amplification génétique est probablement causée par la réplication répétée de 
séquences particulières résultant d'initiations multiples situées à un site de réplication 
unique (Figure 9.d) (Stark et Wahl, 1984). Les formes en 'pelure ·d'oignon' des 
chromosomes générées par ces réinitiations de réplication sont résolues en formes 
mitotiquement stables, amenant à un groupe de copies multiples du gène extrarépliqué. 
Les gènes individuels ont des orientations semblables ou contraires à leurs voisins et 
leurs nombres de copies varient. Les études effectuées avant l'année 1986 sur 
l'amplification génétique n'ont cependant pas révélées ce type de duplication chez les 
eucaryotes supérieurs (Meada et Smithies, 1986). 
D'autres événements de recombinaison peuvent contribuer à déterminer l'évolution d'un 
gène spécifique. Par exemple, chez les-immunoglobulines, lorsque les lymphocytes pré-
B deviennent matures (après réarrangement de l' ADN germinal), les Ig produits sont 
diversifiés au niveau de l'association combinatoire des différentes chaînes d'Ig 
réarrangées (V(D)J), au site de jonction des différents segments de gène V, D et J, 
grâce aux mutations somatiques (Milstein et Svasti, 1971) dans les régions variables 
réarrangées, et par la conversion génique chez certaines espèces (Maeda et Smithies, 
1986) (voir section A.4). Ainsi, la diversité chez chaque individu d'une espèce peut 
contribuer à l'évolution d'un gène ou d'une famille de gènes avant même et en plus de 
l'évolution méiotique décrite plus haut (événement initial de duplication). 
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Quelques antigènes bactériens suscitent des réponses immunitaires qui sont conservées 
chez les mammifères (Rudikoff et Claflin, 1976). Ainsi, une séquence d' ADN 
homologue aux séquences mammaliennes encodant un domaine variable anti-
phosphorylcholine (PC) a été trouvée chez des animaux aussi évolutivement reculés de 
la souris que le crocodile (Litman et al., 1983) et le requin (Litman et al., 1985), 
suggérant que l'antigène PC existait avant la divergence des mammifères et des reptiles 
(il y a - 300 millions d'années, Gaupp et al., 1985). Enfin, la divergence évolutive 
entre la famille de gènes Vrc de souris et celle de l'humain est estimée à plus de 80 
millions d'années selon des comparaisons de séquences d'acides aminés (Milstein et 
Svasti, 1971), des simulations mathématiques du modèle d'expansion-contraction des 
gènes (Gibson et Black, 1974) et des analyses de comparaison des acides nucléiques 
(Kroemer et al., 1991). 
A.6 Proximité génômique de gènes de chaînes kappa d'lg de souris 
Afin d'aider à connaître davantage l'organisation complexe des gènes du locus lgK de 
souris et ainsi de mieux comprendre les mécanismes de recombinaison et de génération 
de la diversité des anticorps, la construction d'une carte de restriction de grands 
fragments d' ADN de souris a été envisagée. L'étude de très grandes régions 
génétiques est devenue possible grâce aux banques d' ADN génômique contenues dans 
des cosmides et l'électrophorèse en champs pulsé de type CHEF ('contour-clamped 
homogeneous electric fields'). 
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A.6.a Banque génômique de cosmides 
La série de vecteurs désignés pWE (pour 'walking easily') est basée sur le vecteur 
cosmidique pJB8 (lsch-Horowicz et Burke, 1981) contenant l'origine de réplication 
ColEl avec l'addition de séquences promotrices de bactériophage sur chaque côté du 
site de clonage. Cette dernière caractéristique permet de déterminer facilement la carte 
de restriction d'un cosmide recombinant. 
Le système de clonage du cosmide fait usage du site cos du bactériophage l (essentiel 
pour l'empaquetage efficace del' ADN dans les phages l, Hohn et Murray, 1978) mais 
remplace le génôme l par l'insert d' ADN désiré. Puisque les vecteurs cosmidiques sont 
petits (i.e. - 5Kb), presque toute la capacité d'empaquetage du phage l peut être 
utilisée pour empaqueter del' ADN génômique (inserts de 35 à 45Kb). A cause de cette 
capacité, les cosmides hybrides peuvent être transduits dans E. ~ avec une grande 
efficacité. Contrairement au phage l, toutefois, les cosmides se répliquent dans la 
bactérie comme de grands plasmides; donc, les banques sont criblées et maintenues 
comme des populations de bactéries transformées. 
Quelques avantages de cloner de grands fragments d' ADN sont (1) que des gènes plus 
grands peuvent être isolés sur un seul clone recombinant; (2) quelques gènes liés 
peuvent être isolés sur la même molécule recombinante (Lau et Kan, 1983); (3) les 
gènes peuvent être isolés avec de grandes étendues de séquences les entourant; (4) 
moins de colonies ont besoin d'être criblées pour isoler le clone d'intérêt (DiLella et 
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al., 1986); et (5) pour les expériences de marche chromosomique, de plus grands 
segments du génôme peuvent être rassemblés pour faciliter l'analyse de liaisons de 
gènes. Toutes les caractéristiques du cosmide pWE15 utilisé dans cette étude sont 
illustrées à la figure 11. 
A.6.b Électrophorèse en champs électrique homogêne (CHEF) 
Les techniques d'électrophorèse conventionnelles pour l'analyse de l'ADN ne peuvent 
séparer efficacement que les fragments de -20Kb ou moins. Ainsi, les techniques 
d'électrophorèse en champs pulsé doivent être employées si l'analyse de plus grandes 
régions génétiques est requise. 
Dans notre étude, la technique d'électrophorèse en champs électrique homogène a été 
utilisée; elle permet la séparation de fragments d' ADN de plus de 50Kb par l'alternance 
d'un champs électrique homogène entre deux orientations distante de 120° (Chu et al., 
1986). En effet, les techniques conventionnelles sont limitées par leur seule paire 
d'électrodes qui ne permet que l'utilisation d'un champs uniforme et orienté dans une 
seule direction, tandis que le système CHEF possède plusieurs électrodes installées en 
une forme hexagonale (Figure 12) et qui, ajustées à des potentiels électriques 
prédéterminés, sont essentielles pour changer l'orientation d'un champs électrique. 
Durant la migration de molécules d' ADN, la température du tampon doit être maintenue 
assez basse ( -14 °C) grâce à un système de refroidissement annexé à la boîte 
d'électrophorèse, et d'où le tampon est recirculé à l'aide d'une pompe. Les conditions 
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Figure 11. Carte de restriction du cosmide pWElS 
Ce vecteur provient du cosmide pJB8 contenant le site cos du phage i.. (carré gris), 
l'origine de réplication ColEl (ori) ainsi que des promoteurs T3 et T7 situés de chaque 
côté du site de clonage unique (rectangle gris). Le cosmide pWE15 possède le site de 
clonage unique BamHI flanqué par les sites de restriction Notl qui favorisent l'excision 
de la plupart des inserts en un seul fragment, puisque cette enzyme coupe rarement le 
génôme eucaryote. Un module d'expression mammalien encodant pour le marqueur 
dominant néomycine phosphotransférase (SV2 neo) exprimé par le promoteur SV 40 y 
est inséré pour l'étude du transfert de gène. La sélection des transformants se fait grâce 
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Figure 12. Migration de I' ADN selon un système d'électrophorèse CHEF 
Différents potentiels électriques sont appliqués à chaque électrode, indiqués sur cette 
figure par la grosseur variable des signes(+) et par les signes(-). (A) et (B) montrent 
les deux phases d'un cycle d'électrophorèse: le voltage exercé sur les électrodes en A 
est commuté sur des électrodes différentes en B de façon à ce que le champs électrique 
soit déplacé de 120° par rapport au premier champs (A). L' ADN migre en oscillant à 
partir des puits, dans le sens de la circulation du tampon. 
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de migration sont programmées sur un appareil de commutation relié â un bloc 
d'alimentation. 
Les molécules d' ADN de plus de 20.Kb ne sont pas séparées lors d'une électrophorèse 
conventionnelle car elles ne peuvent migrer â travers les pores de la matrice d'agarose 
d'un gel â cause de leur taille. Sous l'influence d'un champs électrique, elles peuvent 
tout de même entrer dans le gel en changeant leur forme; ce mouvement est analogue 
â ce que les physiciens appellent la reptation (Lalande et al., 1987). Toutefois, puisque 
toutes les molécules passent par des pores de gel d'une grandeur similaire, leur mobilité 
électrophorétique reste indépendante de leur taille. 
Durant l'électrophorèse CHEF, les molécules seront continuellement forcées â changer 
de direction d'un angle de 120° dans le gel dû à l'influence d'un champs électrique 
uniforme et homogène (Figure 12). La vitesse à laquelle l' ADN est capable de changer 
sa conformation sera donc dépendante de sa masse moléculaire. La force et le temps 
d'application du champs électrique ainsi que la concentration de l'ADN de haute masse 
moléculaire peuvent faire varier de façon importante la mobilité relative des fragments 
d' ADN de différentes grandeurs. La température du tampon et sa recirculation, et les 
temps de commutation (changements d'orientation) du voltage du début à la fin de la 
migration (qui peuvent progresser de façon logarithmique dans certains cas) peuvent 
également influencer la migration CHEF et doivent être très bien contrôlés lors des 
expériences. 
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A.6.c Étude du locus lgK de souris 
L'étude de la région Vxl du locus Igx de souris a été effectuée car le laboratoire du 
Dr Gibson a plusieurs fois analysé cette région (Ng et al., 1989; Moynet et al., 1985; 
Lazure et al., 1980; Lazure et al., 1981; Gibson et MacLean, 1979). Afin de cribler 
l' ADN génômique de souris contenu dans une banque de cosmides, une sonde Vxl a 
été utilisée et une carte de restriction est établie avec le clone positif obtenu. 
Parallèlement, une nouvelle technique de criblage a été testée. 
Un second objectif de cette étude a été de vérifier si le clone obtenu ne renfermait dans 
son insert que le gène Vxl criblé ou quelque autre gène de la même ou d'une autre 
famille. La stratégie pour ce faire a été de faire hybrider avec le clone positif, quelques 
sondes choisies pour leur présumée proximité à la région Vxl. Les gènes ont été alors 
séquencés pour mieux les identifier. Une analuse RFLP a également été utilisée pour 
savoir si, advenant le cas, un ou plusieurs gènes placés à proximité du gène cloné se 
retrouvaient effectivement sur un même fragment d' ADN génômique. 
Cette étude a aussi poursuivi un objectif différent portant sur la dispersion et le 
regroupement des gènes de la région Vxl. Par l'analyse des fragments d' ADN 
génômique de souris digérés et migrés selon la méthode du gel à deux dimensions 
associée à l'électrophorèse CHEF, l'hybridation à l'aide d'une sonde Vxl a permis 
d'obtenir quelques informations à savoir si les membres de cette famille de gènes sont 
regroupés ou dispersés sur le locus Igx. 
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B) MATÉRIEL ET MÉTHODES 
B.1 Sondes 
a) Synthèse d'oligonucléotides et marquage radioactif 
Tous les oligonucléotides ont été synthétisés à l'Université de Sherbrooke sauf DG89 
(5'-GCGAATTCAGTGGCAGTGGAGTGGATCAGGC-3') qui a été synthétisé à 
Queen's University (Oligonucleotide Synthesis Laboratory, Kingston, Ontario). L' ADN 
lyophilisé a été dissout dans l'eau bidistillée à une concentration de 50µM et des 
fractions ont été dilués à 20 et 0.8µM pour faire du PCR ou du séquençage, 
respectivement. Les oligonucléotides ont été marqués à l'extrémité 5' avec du y32P-
ATP (10 µCi/µ1, Amersham Canada Ltd) selon la méthode décrite dans 'Molecular 
Cloning' de Maniatis et al.(1982) sauf que le tampon utilisé était du One-Phor-All lOX 
(Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ) et que la colonne de séparation 
était formée de polyacrylamide P4 (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) et non de 
Sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suède). La polynucléotide kinase 
du phage T4 a été également fournie par Pharmacia. 
b) Sondes à partir d' ADN simple brin 
La sonde pPVlOl(Vkl) a d'abord été marquée selon la méthode de synthèse de sondes 
à partir d' ADN simple brin puisqu'elle était clonée dans le vecteur M13mp10 (Gibco 
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BRL Life Technologies Inc., Burlington, Ontario). Donc, pour fixer l'amorce â l' ADN 
matrice de phage, on place -0.5µg de l'ADN matrice avec l'amorce appropriée (5ng 
de M13 universelle, 3'-TGACCGGCAGCAAAATG-5') dans un tube de 1.5ml qu'on 
incube dans un bain d'eau bouillante pendant 3 minutes dans le tampon recommandé 
pour la polymérase Klenow (500mM NaCl, lOOmM Tris-HCl pHS, 50mM MgCl2) 
complétant â 7µ1 avec de l'eau bidistillée. Pour effectuer la réaction de polymérisation, 
on ajoute 1µ1 de DIT lOOmM, 0.5µ1 de spermidine SOmM, 0.5µ1 d'un mélange de 
nucléotides (dGTP,dATP,dTTP) 2mM, 5µ1 a32J>-dCTP (lOµCi/µl, Amersham) et 1µ1 de 
polymérase Klenow (7U/ µl, Pharmacia). On incube â la température de la piêce pendant 
une heure. 
Pour arrêter la réaction, on ajoute 3µ1 d'une solution 250mM NaOH, 5mM EDTA, 50% 
glycérol. On soumet la réaction à une électrophorèse sur gel d'agarose â bas point de 
fusion (1.2% dans 50mM NaCl, lmM EDTA) dans un tampon dénaturant (30mM 
NaOH, lmM EDTA) pour séparer le fragment marqué des nucléotides libres. Avant de 
débuter la migration, le gel doit tremper dans le tampon d'électrophorèse pendant au 
moins 30 minutes. On ajoute 2µ1 de bleu de Bromophénol (0.25% bleu de Bromophénol, 
lOmM Tris-HCl pHS, lmM EDTA, 50% sucrose) à la réaction que l'on place dans un 
bain d'eau bouillante pendant 2 minutes et on refroidit rapidement sur glace pour enfin 
charger l'échantillon dans un puits du gel. La migration s'effectue â 40V pendant une 
période d'au moins 2 heures ayant fait au préalable une migration à 50V pendant une 
dizaine de minutes afin de faire pénétrer l' ADN dans le gel. Par la suite, on identifie 
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la position de la sonde sur le gel par autoradiographie ( -5 minutes d'exposition). La 
sonde est alors excisée du gel et placée dans un tube qu'on fait réchauffer dans un bain 
d'eau bouillante et son activité spécifique est déterminée. 
c) Amplification par PCR de fragments d' ADN destinés à servir de sonde 
A l' ADN plasmidique ou cosmidique (lOng à 2 µg), on ajoute le mélange suivant: 
tampon de PCR lOX (10µ1 de lOOmM Tris-HCl pH8.3, 500mM KCl, 15mM MgCl2, 
0.1 % gélatine), 50mM MgCl2 (4µ1), 1-20µM des 2 amorces choisies (5-10µ1), 2mM 
dNTP (10µ1) et on complète le volume à 95µ1 avec de l'eau apyrogène. Après avoir 
agité légèrement et centrifugé, on rajoute 5µ1 de polymérase Taq (5U/µl de Pharmacia 
dilué à 0.5U/µl). On place les tubes à PCR (Bio/Can Scientific, Mississauga, Ontario) 
contenant les réactions dans un appareil à PCR (Pharmacia LKB-Gene ATAQ 
Controller) puis on ajuste la programmation aux conditions suivantes: 95°C pendant 5 
minutes, 40 cycles à 95°C, 1 minute, 43°C, 1 minutes, 72°C, 1 minute, successivement, 
et un refroidissement à 72°C pendant 9 minutes, puis à 25°C durant 5 minutes et 
finalement à 4 °C pendant 24 heures. Le produit de la réaction est séparé par la suite 
sur un gel d'agarose à bas point de fusion 0.8% et est marqué selon la méthode décrite 
plus bas. 
d) Marquage d' ADN par l'utilisation d'amorces multiples 
Les inserts isolés de leur vecteur par digestion enzymatique ou par PCR et séparés par 
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la suite sur un gel à bas point de fusion peuvent être marqués radioactivement par la 
méthode suggérée dans le livret fourni avec la trousse de marquage d' ADN 'Multiprime 
DNA labelling systems' (Amersham, Oakville, Ontario). Après la polymérisation de 5-
24 heures, la sonde peut être utilisée tel quel pour une éventuelle hybridation. 
e) ADN marqué au 118 par déplacement d'encoche 
L'ADN lambda est marqué au 35S par 'nick translation' (Rigby et al., 1977) pour être 
employé lors des essais d'hybridation et ainsi faire apparaître sur les autoradiogramme 
l'échelle lH3 utilisée comme marqueur de grandeur. Ceci permet l'évaluation de la 
grandeur des fragments qui hybrident. 
On mélange donc lµg d' ADN l (1µ1 de 1.15µg/µ1, Pharmacia), 5µ1 du tampon pour 
l'ADN polymérase 1 (0.5M Tris-HCl pH7.2, O.lM MgS04, lmM DIT et 500µg/ml 
BSA), 5µ1 pour chacun des dGTP, dTTP et dCTP fournis par Pharmacia (tous à lOmM), 
5µ1de 35SaATP (10 µCi/µl, Amersham) et 1µ1 de DNAase 1 (lng/µl, Amersham). On 
complète à 48µ1 avec de l'eau bidistillée et on laisse agir la DNAase 1 pour 2 minutes. 
Enfin, on ajoute 2µ1 d' ADN polymérase 1 (lOU/µl, Pharmacia). La réaction se poursuit 
pendant 40 minutes à la température de la pièce et est arrêtée avec 2µ1 de EDT A 
250mM. Les nucléotides libres sont séparés de l' ADN marqué par chromatographie sur 
une colonne de Sephadex G-50 équilibrée dans une solution de NaCl lOOmM, Tris-HCl 
lOmM pHS et EDTA lmM. On fractionne finalement l'ADN marqué recueilli de façon 
à avoir 30 000 cpm/µl lors de la réaction d'hybridation, et on conserve ces échantillons 
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à -70°C. 
B.2 Techniques de criblage d'une banque de cosmides 
a) Criblage de colonies contenant une banque de cosmides 
Une bibliothêque d' ADN génômique (cosmide pWE15, Figure 11) de foie de souris 
adulte BALB/c clonée clans la souche E... .ooli NM554 est fournie par Clontech 
Laboratories Inc. (Palo Alto, CA). La grandeur moyenne de ces inserts est de 38Kb et 
elle possède 7.0XHY clones indépendants. On vérifie le titre (CFU/ml) de la banque en 
étalant des dilutions de celle-ci sur des boîtes de Pétri contenant le mélange LB (1 % 
Bacto tryptone, 0.5% extrait de levure, 1 % NaCl, 1.5% agar) et 50 µg/ml d'ampicilline 
qu'on incube -18 heures à 37°C. Ensuite, on procède au criblage en disposant des 
bactéries contenant la bibliothêque d' ADN (pour obtenir 2-5Xlo-4 colonies) sur une 
membrane de nylon (GeneScreenPlus, Du Pont Canada Inc., Lachine, Québec) 20X20cm 
déposée sur un pétri LB/ampicilline 50µg/ml (LB/amp 50) et on incube comme indiqué 
ci-haut. 
Des membranes de nylon de même dimension sont mouillées sur des pétris LB/amp 50 
pour procéder à la réplication des colonies de la membrane maîtresse. Sous une hotte, 
on place une plaque de verre que l'on recouvre de papier à chromatographie Whatman 
3MM et sur lequel on met le filtre maître, ses colonies vers le haut. On place une 
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membrane mouillée sur le filtre maître, puis un autre papier Whatman 3MM ainsi 
qu'une plaque de verre. Avant de retirer la réplique, on doit marquer les deux filtres 
avec une aiguille remplie d'encre indélébile (Super Quink de Parker, J onesville, WI) 
pour les orienter l'un par rapport à l'autre. On peut répéter cette opération si on a 
besoin de plusieurs duplicata puis on replace toutes les membranes sur de nouveaux 
pétris LB/amp 50 â 37°C pour la nuit. 
Le pétri maître est gardé à 4 °C et les duplicata sont transférés sur des pétris 
LB/chloramphénicol 250µg/ml puis incubés 20-24 heures à 37°C pour amplifier l' ADN 
de cosmide. Les colonies sont ensuite lysées comme suit. Dans un pétri 22X22cm vide, 
on verse une petite quantité d'une solution dénaturante (NaOH 0.5M, NaCl l.5M) sur 
lequel on dépose un duplicata pendant 7 minutes, les colonies vers le haut. Le filtre est 
ensuite placé sur un papier Whatman 3MM sec pour 3 minutes. On le neutralise de la 
même façon qu'on l'a dénaturé mais avec une solution 0.5M Tris-HCl pH7.5, 1.5M 
NaCl, et cela pendant 6 minutes avec un changement de solution après 3 minutes. Le 
filtre est placé sur un nouveau papier Whatman 3MM sec pour 3 minutes. Finalement, 
on laisse flotter le duplicata sur une solution 2XSSC (NaCl 0.3M, citrate de sodium 
0.03M) pendant 5 minutes puis, dans cette même solution, on lave la membrane pour 
enlever les colonies. La membrane est séchée encore sur un papier Whatman 3MM. 
Tous les duplicata peuvent être hybridés et lavés par la suite comme décrit dans les 
sections B.3.g) et h). Il faut aussi prendre soin de marquer les filtres d'une solution 
d'encre et de 14C-acide iodoacétique (2.5Xlü4 cpm/ml) par-dessus les marques d'encre 
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déjà faites. On expose les filtres pendant 1-3 jours à -40°C à des autoradiogrammes 
Kodak X-OMAT-AR. 
On identifie finalement la colonie positive sur le filtre maître et on la prélève (ainsi que 
quelques autres colonies négatives autour) à l'aide d'un cure-dent stérile pour la diluer 
dans 150µ1 de milieu LB contenant 15% de glycérol et 50µg/ml d'ampicilline. Puis on 
conserve les échantillons (3X50µ1) à -70°C. Pour purifier davantage le clone, on 
recommence chaque étape du criblage â partir de dilutions de celui-ci, mais on utilise 
de plus petits pétris recouverts d'une membrane de nylon Hybond N (Amersham). Les 
duplicata sont fait à l'aide de tissu de velours (Accutran Replica Plate, Schleicher & 
Schuell Inc., Keene, NH) pour transférer directement les colonies de la membrane 
maîtresse sur d'autres membranes placées dans des pétris LB/amp50. La purification 
est complétée lorsque toutes les colonies sur les filtres hybrident avec la sonde de 
départ. 
b) Criblage d'une banque de cosmides par microfiltration 
à travers des fentes ('Slot blot') 
La même bibliothèque d' ADN génômique (cosmide pWE15) de foie de souris adulte 
BALB/c (chez E. coli NM554) est criblée par une autre méthode. Dans les puits de 
plaques de culture de cellules (24 puits, Flow Laboratories, McLean, VI), on dilue la 
banque de cosmides pour avoir - 2000 bactéries par puits dans un millilitre de milieu 
LB/amp 100 et on rajoute un autre ml de LB/amp 100 dans chaque puit. On incube les 
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plaques de culture à 37°C sur un plateau rotatif pour une nuit. En même temps, on se 
sert d'un reste de la dilution de bactéries pour vérifier le titre de la banque sur des 
pétris. Avant de passer au buvardage, on doit extraire l'ADN des bactéries en utilisant 
les trois premières solutions d'une minipréparation d' ADN (comme expliquée à la 
section B.4.e) mais en ne prenant ici qu'un seul volume de 1.5ml de culture de 
bactéries). On place ensuite 200µ1 de chaque préparation d' ADN dans les fentes de 
l'appareil à buvardage, et cet ADN est recueilli par succion (pendant 1-2 heures) sur un 
filtre de nylon (GeneScreenPlus, Du Pont Canada Inc.) placé dans l'appareil (Slot Blot, 
Tyler Research Instruments Corp., Edmonton, Alberta). Le filtre est finalement traité 
de la même façon que les membranes qui ont servi au criblage avec les colonies (section 
ci-haut), et il est également préparé pour l'hybridation. 
B.3 Techniques pour la cartographie de grands fragments d' ADN 
a) Digestions enzymatiques 
Le cosmide positif est amplifié et isolé selon la méthode décrite à la section B.4.e) et 
on vérifie la présence du cosmide et de son insert par digestion avec une enzyme de 
restriction (préparation commerciale livrée dans une solution de 50% glycérol fournie 
par Pharmacia). On digère 0.5-3.0µg de la préparation d'ADN de cosmide avec 5-10 
unités d'enzyme par µg d' ADN dans un tube à microcentrifugation (Eppendort). La 
plupart des réactions sont faites avec la concentration recommandée de tampon (One-
Phor-All) fourni avec les enzymes. On incube généralement les tubes 3-4 heures ou toute 
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une nuit dans le cas d'une digestion de 5-lOµg d' ADN génômique. Pour une digestion 
double, selon les deux enzymes, on peut soit les faire agir en même temps, soit mettre 
une, puis l'autre dépendamment de la concentration de tampon suggérée. 
Pour arriver à générer une carte de restriction de grands inserts situés dans le cosmide 
pWE15, il est favorable de digérer cet ADN partiellement. Ainsi, on clive 
enzymatiquement une grande quantité d' ADN de cosmide (-7µg) pour libérer l'insert 
et de façon à garder à ses extrémités les promoteurs de transcription des bactériophages 
T3 et T7. Ensuite, on distribue la digestion en quantités égales ( - 10µ1) dans S tubes 
Eppendorf auxquels on rajoute différentes dilutions (de 0.0lS à 2 unités/10µ1) d'une 
deuxième enzyme de restriction. On incube les tubes dans un bain d'eau à 37°C pendant 
une heure pour finalement inactiver l'enzyme à 65°C, 15 minutes. 
b) Clivage d' ADN génômique contenu dans des cartouches d'agarose 
Le clivage de l'ADN de haut poids moléculaire est effectué avec des préparations 
commerciales d'enzymes (Pharmacia). Les cartouches d' ADN sont des cylindres 
d'agarose à bas point de fusion 1 % ( -0.Scm de long X -0.2cm2) mélangés en quantité 
égale avec du tampon L (O.lM EDTA, O.OlM Tris-HCl pH7.5, 0.02M NaCl) et 
composées d'environ 5-lOµg d'ADN de foie de souris BALB/c. Ces cartouches d'ADN 
doivent être lavées dans une solution TE pHS (lOmM Tris-HCl pHS, lmM EDTA) 2-3 
fois pendant une heure pour éliminer l'excès d'EDTA dans lequel elles sont conservées 
à 4 °C. Ensuite elles sont trempées pendant au moins 2 heures dans le tampon IX 
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correspondant à l'enzyme qui sera utilisée. Les cartouches sont transférées dans des 
tubes Eppendorf et digérées selon le tableau II. On incube les tubes à 37°C toute une 
nuit. Pour faire des digestions doubles, on répète simplement la procédure. 
L'ADN ainsi digéré peut être conservé dans une solution 50mM EDTA, lOmM Tris-
HCl pH7.9 durant environ une semaine ou dans 500mM EDTA pour une plus longue 
période de temps. Avant de soumettre l' ADN à l'électrophorèse CHEF (section B.3.d), 
les cartouches doivent être lavées intensivement dans du TE pHS pour enlever l'excès 
de EDTA. 
c) Électrophorèse conventionnelle 
Selon la longueur des fragments d' ADN que l'on veut séparer, on utilise des gels 
d'agarose dont la concentration varie de 0.4% à 2%. Ces gels sont préparés et utilisés 
avec un tampon TAE pH7.8 composé de Tris-HCl 40mM, d'acétate de sodium 20mM 
et d'EDTA 2mM. Les digestions sont combinées à 1/5 de volume de bleu de 
bromophénol. Pour les gels réguliers, on fait habituellement migrer l' ADN à SOV 
pendant - 3 heures, mais pour les gels plus grands et dont la résolution des bandes est 
plus importante (e.g. digestions partielles), on choisit une migration longue qui peut aller 
jusqu'à 450V totaux (25V durant 18 heures). Les bandes d' ADN sont visualisées aux 
UV (254nm) suite à l'immersion du gel dans une solution de bromure d'éthidium 
O.Sµg/ml pendant 10-30 minutes. Il est recommandé de prendre une photo du gel sous 
les UV en compagnie d'une règle avec laquelle on pourra déterminer la longueur des 
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Tableau II. Digestion de I' ADN de haut poids moléculaire. 
Ce tableau montre quelles quantités de chaque composantes d'une réaction de restriction 
enzymatique utiliser, et cela en tenant compte des divers tampons recommandés à chaque 
enzyme (Pharmacia). 
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Tampon 1 X Tampon 1 X Tampon 1 X 
sans sel 50mM sel 100mM sel 
[L] [M,KM•] [H,KH•] 
-- -- ----------- ---- - --
45µ1 45µ1 45µ1 ADN (2 cartouches) 
1 OµI 1 OµI 1 OµI Tampon 10X 
1 OµI 1 OµI 1 OµI 1 OX BSA-DTT 
( 1 mg/ml BSA - 200mM OTT) 
------ 6µ1 12.5µ1 Spermidine (80mM) 
---selon la concentration fournie--- Enzyme (30-40 unités) 
-----compléter à 100µ1----- Eau bidistillée 
KM•, KH•: ces tampons sont appelés KM et KH car le NaCI 
qu'ils contiennent est remplacé par du KCI. 
fragments d' ADN par comparaison avec les marqueurs d' ADN. Cette photo est réalisée 
avec un film Polaroïd de type 57 avec un filtre rouge, par exposition durant 60 secondes. 
d) Électrophorèse CHEF 
On dépose 1.41 de tampon TBE 0.5X (45mM Tris-base pHS, 45mM acide borique, 
O.lmM NaiEDTA.2H20) dans la boîte d'électrophorèse (CHEF-DR II, Bio-Rad 
Laboratories). La température du tampon est maintenue à -14 °C durant la migration 
grâce aux systèmes de refroidissement (Mini Chiller, Bio-Rad) et de circulation du 
tampon. Une ou deux cartouches d' ADN, après avoir été lavées et colorées au bleu de 
bromophénol, sont insérées soigneusement dans les puits d'un gel d'agarose 
(généralement à 1 %) à l'aide d'une spatule de verre. 
Les conditions de migration sont programmées dans les appareils de contrôles du CHEF 
(commutateur Pulsewave 760 et Power Supply 200/2.0, Bio-Rad) et on procède à la 
migration. Les gels sont colorés dans une solution de bromure d'éthidium 0.5 µg/ml 
pour 30 minutes et photographiés sous lumière ultraviolette. 
e) Gel d'électrophorèse à deux dimensions 
Après avoir fait subir une électrophorèse CHEF à des digestions de cartouches d' ADN 
génômique, toute la traînée de la digestion est excisée du gel d'agarose à bas point de 
fusion 1 %. Cette colonne d'agarose est alors trempée dans le tampon IX One-Phor-All 
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pendant 2 heures avec un changement de tampon. Puis elle est digérée dans un volume 
de 1 ml avec 800 unités d'une autre enzyme et la quantité de tampon recommandée pour 
cette enzyme, à 37°C pour la nuit. Un gel d'agarose 0.6% est coulé autour de la 
colonne de façon à ce qu'elle prenne la place de la majorité des puits habituels 
(horizontalement, au haut du gel). Ce nouveau gel subit une électrophorèse 
conventionnelle et les bandes sont visualisées sous une lumière ultraviolette. Le transfert 
de l'ADN et l'hybridation des membranes de nylon sont décrits dans les sections 
suivantes. 
f) Transfert d' ADN sur membrane de nylon (Southern blot) 
L' ADN génômique ou plasmidique est transféré sur des membranes de nylon 
(GeneScreenPlus, Du Pont Canada Inc.) par la technique de Southern adaptée à un 
-
système de transfert sous vide. Le gel est agité légèrement pendant 15 minutes dans une 
solution HCl 0.25N, 30 minutes dans une solution dénaturante (0.4N NaOH, 0.6M 
NaCl) et 30 minutes dans une solution neutralisante (1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl pH7.5). 
La membrane est mouillée avec de l'eau bidistillée par capillarité, trempée 10-15 
minutes dans la solution de transfert (lOXSSC) et déposée sur l'appareil 'Vacugene' 
fourni par la compagnie LKB-Pharmacia. Ensuite, on place le gel par-dessus la 
membrane et on applique, autour du gel, de l'agarose 1 % dissout dans l'eau pour assurer 
l'étanchéité durant le transfert. La pompe du 'Vacugene' est ajustée à une pression de 
40 cm d'eau et on recouvre le gel de la solution de transfert (lOXSSC). Le temps de 
transfert est de 1 heure 30 minutes à 2 heures. La membrane est finalement traitée 
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pendant 60 secondes dans 0.4N NaOH et 2-15 minutes dans 0.2M Tris-HCl pH7.5, 
2XSSC. Enfin, on la laisse sécher à l'air et elle est prête pour l'hybridation. 
D'autre part, on peut transférer l' ADN sur des membranes de nylon par capillarité 
suivant la méthode alcaline. Le gel est plongé de 1 â 10 minutes (dépendamment de la 
longueur des fragments) dans 0.25N HCl, et le transfert par capillarité (Maniatis et al., 
1982) se poursuit pendant 4-24 heures. Finalement, la membrane est traitée pendant 2 
minutes dans une solution Tris-HCl 0.2M pH7.5, 2XSSC, et séchée. 
g) Hybridation des filtres de nylon 
Tous les filtres sont préalablement chauffés pendant 15 minutes à 80°C dans un four et 
exposés aux rayons UV (312nm) pendant 10 minutes, dans leur sac d'hybridation 
(KAPAK Corp., Minneapolis, MN), pour favoriser une meilleure fixation de l'ADN à 
ceux-ci. On préhybride et hybride selon la méthode décrite dans le livret 
GeneScreenPlus de Du Pont fourni avec les filtres de nylon du même nom. Les filtres 
de digestion partielles sont, par contre, hybridés â 42°C (à cause du Tm des sondes T3 
et T7) et le cocktail de pré- et d'hybridation ne contient pas de dextran sulfate mais 
plutôt del' ADN de sperme de saumon. Pour l' ADN de plasmide, on ajoute 3-5X10s cpm 
de sonde/ml de cocktail et pour l'ADN génômique, 3-5X1()6 cpm de sonde/ml de 
cocktail. 
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h) Conditions de lavage 
La majorité des filtres sont lavés 2X 5 minutes dans une solution 2XSSC à température 
de la pièce puis 30 minutes dans une solution 2XSSC, 1 % SDS à 65°C .. _Ensuite, selon 
un examen au compteur Geiger, les filtres ayant un compte de plus de 300 cpm sont 
agités dans une solution à haute stringence (O. lXSSC, 0.5%SDS) et les autres, dans une 
solution à basse stringence (0.5XSSC, 0.5%SDS) pendant 30 minutes à 65°C. On rince 
les filtres dans une solution O. lXSSC ou 0.5XSSC selon le cas, pour enlever tout SDS 
résiduel et on les laisse sécher à la température de la pièce sur du papier 3MM. Les 
filtres hybridés avec des sondes d'oligonucléotides ne subissent que le premier lavage 
(2X 5 min. 2XSSC) ou passent par les autres étapes de lavage (selon l'examen au 
compteur Geiger) tout en changeant la température à 42°C. Enfin, tous les filtres sont 
enveloppés dans une pellicule de plastique (Saran Wrap, Dow Chemicals) et collés dans 
des cassettes où l'on place des films Kodak X-OMAT-AR à exposer pour une durée 
variant entre 30 minutes et 21 jours au plus, à -40°C. 
B.4 Sous-clonage 
a) Électroélution 
L'électroélution se fait comme décrit dans le manuel de l'opérateur pour 
l'électroéluteur IBI, modèle UEA (New Haven, CT). La migration est effectuée dans 
un tampon TBE 0.5X à 80V et les morceaux d'agarose contiennent assez d' ADN pour 
récupérer environ 0.5µg du fragment voulu. 
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b) Ligations 
Les ligations sont produites comme décrit par Maniatis et al. (1982). Le vecteur utilisé 
est pBluescript II KS M13+ (Stratagene, La Jolla, CA) et l' ADN ligase <tu phage T4 est 
fournie par Pharmacia. On se sert du tampon One-Phor-All pour les réactions qui ont 
lieu à 15°C durant toute une nuit. 
c) Transformations 
La souche XLl-blue d'E. coli est rendue compétente grâce à la méthode standard 
développée par Hanahan (1983). Les transformations sont faites selon la technique 
décrite dans le livre 'Molecular Cloning' par Sambrook et al. (1989). 
d) Micropréparations d' ADN 
La méthode de micropréparation d'ADN est favorablement utilisée car elle permet un 
travail plus rapide lorsqu'il y a beaucoup de plasmides recombinants transformés à 
vérifier. Des colonies blanches isolées poussant sur des pétris de transformation sont 
sélectionnées avec un cure-dent stérile puis striées sur un pétri LB/ampicilline 
100µ.g/ml. Après une nuit de croissance à 37°C, les deux tiers de la strie bactérienne 
sont transférés dans un tube Eppendorf contenant 40µ.l de STE (lOOmM NaCl, 20mM 
Tris-HCl pH8, lOmM EDTA). Un volume égal de phénoVTE/chloroforme/isoamyl est 
ajouté et les tubes sont vortexés, puis centrifugés 5 minutes à la température de la 
pièce. Un volume d'environ 30µ.l de surnageant est recueilli et analysé sur un gel 
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d'agarose 0.8%. 
e) Minipréparations d' ADN 
Le clone (dans le cosmide pWE15) et les sous-clones (dans le vecteur M13+) sont 
amplifiés et leur ADN est isolé en suivant la méthode de lyse alcaline (Maniatis et al. 
1982). Toutefois, deux centrifugations successives de 1.5ml de bactéries poussées dans 
le milieu 2XYT (1.6% Bacto tryptone, 1 % extrait de levure, 1 % NaCl) sont effectuées, 
à la première étape d'isolement de l' ADN. Egalement, une extraction de l' ADN au 
chloroforme/isoamyl (24:1) est ajoutée après l'extraction au phénol/chloroforme 
/isoamyl. 
B.5 Séquençage d' ADN 
Le séquençage de l' ADN est fait par la tech~que didéoxynucléotidique décrite par 
Sanger et al. (1977). Les trousses des compagnies United States Biochemical Corp. 
(Cleveland, Ohio) et Pharmacia sont employées en suivant leurs instructions sauf à 
l'étape de l'accollement de l'amorce à l'ADN matrice. En effet, les vecteurs (en 
présence de l'amorce et du tampon de séquençage) sont dénaturés par un chauffage à 
100°C pendant 5 minutes, suivi d'une congélation rapide dans l'azote liquide (N:z) 
pendant 60 secondes, et sont ensuite rapidement dégelés à la température de la pièce, 
à laquelle ils sont laissé pour 20 minutes. D'autre part, les instructions de la compagnie 
AT Biochem (Malvem, PA) sont suivies afin de pouvoir se servir d'un gel d'acrylamide 
54 
5 % (Long Ranger) pour le séquençage. 
B.6 Analyses RFLP 
L' ADN génômique de foie de différentes souches de souris ( - 6µ.g) est digéré dans un 
Eppendorf pendant 3 heures à 37°C durant lesquelles 1µ.l d'enzyme BamHI (20U/ml, 
Pharmacia) est ajouté à chaque heure de digestion. Les digestions sont chargées par la 
suite dans les puits d'un gel d'agarose 0.7% (lXTAE) et migrées avec un appareil à 
électrophorèse ordinaire pendant - 20 heures à 23 volts. Puis, on procède au transfert 
del' ADN sur une membrane de nylon (voir la section B.3.f). Finalement, la membrane 
est hybridée et lavée suivant les techniques des sections B.3.g et h. Les souches de 
souris AKR, NZB, BALB/c, B6.PL(75NS) et B6.PL(85NS) sont fournies par The 
Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine), et la souche c.C58, par le Dr. Gottlieb 
(Gottlieb et al., 1981). 
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C) RÉSULTATS 
C.1 Clone d'ADN de foie de souris BALB/c 
Une bibliothêque de cosmides pWE15 (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA) 
contenant de l' ADN génômique de foie de souris BALB/c est criblée avec la sonde 
pPVlOl (vecteur M13mp10) qui vient d'un fragment Pstl-PvulI (210pb) de la partie 3' 
codante du gène VKl cloné par Ng et al. (1989). Pour faciliter son marquage, la sonde 
a ensuite été transférée dans un vecteur M13+ double brin (pBluescript II KS M13+, 
Figure 13) d'où il était possible de la cliver avec les enzymes Hindill et EcoRI, et de 
la marquer au 32P avec des amorces multiples (voir section B.1.d). Après un criblage de 
- lXlOS colonies, un clone (nommé MC39C) est finalement mis en évidence sur un 
filtre lavé à un très bas niveau de 'stri~gence' (lXSSC, 0.5%SDS à 65°C). L' ADN de 
cosmide du clone purifié est alors préparé, digéré avec les enzymes Notl et BamHI 
(utiles pour sortir l'insert des clones de cette banque de cosmides [voir la Figure 11]) 
puis migré sur un gel d'agarose (système CHEF) pour estimer la taille de l'insert. On 
observe à la figure 14.a les fragments Notl et BamHI de -25Kb au-dessus du vecteur 
de 8.8Kb. 
C.2 Cartographie du clone 
Il a été quelque peu difficile d'obtenir une assez grande quantité d' ADN lors des 
préparations de cosmides. Alors, après avoir consulté des articles sur le cosmide 
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Figure 13. Carte de restriction du plasmide pBluescript II KS M13+ 
Le vecteur M13+ est un dérivé du plasmide PUC sur lequel des promoteurs T3 et T7 
ont été insérés clans la région codante du gène LacZ et entre lesquels ont été placés 
plusieurs sites de restriction unique de clonage. Ce vecteur possède également une 
origine de réplication ColEl ainsi qu'un gène de résistance à l'ampicilline. La sélection 
des recombinants se fait grâce à la couleur des colonies: bleues = non-recombinants, 
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Figure 14. Digestions enzymatiques du clone MC39C 
(a) Gel d'agarose 1 % (0.5XTBE) migré sur le système CHEF pendant 16 heures à 150 
volt avec des temps de commutation du voltage initial de 1 seconde et final de 6 
secondes: (1) ADN l digéré Hindill (marqueur de grandeur l.H3), (2) ADN MC39C 
digéré Notl, (3) et digéré BamHI. (b) Gel d'agarose 1 % (0.5XTBE) migré sur le 
système CHEF dans les mêmes conditions qu'en (a): digestions du clone MC39C par 
les enzymes Notl (1), Clal (3), Sacll (4), Mlul (6), Nrul (7), Pvul (9), Sfil (10), BssHII 
(12), BamHI (13) et EcoRI (14). Le clone est également non-digéré (nd). Le marqueur 






























pWE15, le clone MC39C est transformé dans la souche E. coli XLl qui était disponible. 
Selon Evans et Wahl (1987), en transformant les clones de cosmide dans la souche 
bactérienne DH5 (dont la souche XLl possède les caractéristiques majeures), le 
rendement d' ADN est augmenté et une simple minipréparation d' ADN suffit pour la 
cartographie moléculaire. Finalement, une grande quantité d' ADN est obtenue et clivée 
avec des enzymes coupant rarement le génôme et coupant le moins de fois possible le 
vecteur, pour essayer d'avoir seulement quelques grands fragments. La figure 14.b nous 
montre que ces enzymes ne digèrent absolument pas l'insert à part Clal et EcoRI. On 
observe en effet que l'enzyme Mlul a seulement linéarisé le clone (site Mlul unique sur 
le vecteur), Nrul a linéarisé lui aussi le clone (3 sites sur pWE15), Sfil n'a presque pas 
digéré l' ADN en son site unique sur le cosmide, et BssHII a également linéarisé le 
clone (site unique pWE15). Pour ce qui est de l'enzyme Pvul, elle peut cliver le cosmide 
une fois, près d'une extrémité, mais ce-serait difficile de dire pourquoi on aperçoit deux 
bandes d'ADN. Il est aussi possible qu'il y ait d'autres fragments d'ADN puisque la 
somme des deux bandes ne donne pas la longueur totale du clone. On voit quel' ADN 
digéré par l'enzyme Sacll est dégradé et, sachant tout de même que cette enzyme ne 
coupe pas le vecteur, il est impossible de savoir si elle clive l'insert ou non. 
Les enzymes qui ne semblaient pas avoir coupé l'insert sont par la suite utilisées pour 
digérer une nouvelle fois le clone, mais cette fois en excisant d'abord l'insert avec 
l'enzyme Notl (Figure 15). On aperçoit, sur la figure 15, cette bande de -25Kb au haut 
de chaque colonne qui indique que les enzymes Nrul, Sfil, BssHII, Mlul et Pvul ne 
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Figure 15. Digestions enzymatiques du clone MC39C (nouvel essai) 
Gel d'agarose 0.8% (lXTAE) migré pendant 18 heures à 22V (voir détails dans le 
texte). Le clone MC39C est digéré par les enzymes Notl-Nrul (1), Notl-Sfil (2), Notl-
BssHII (4), Notl-Smal (5), Notl-Xhol (6), Notl-Mlul (8), Notl-Pvul (9), Notl-Sall (10), 
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coupent réellement pas l'insert. On observe également que les enzymes SmaI et Xhol 
n'ont pas clivé l'insert, mais que Sali l'a digéré. Puisque la plupart de ces enzymes ne 
sont pas utiles pour la cartographie du clone, d'autres enzymes plus communes mais ne 
clivant pas le vecteur sont choisies. L'insert est encore une fois excisé pour clarifier les 
résultats (Figure 16.a). Ainsi, les enzymes Kpnl, Sacl et Xbal qui donnaient des bandes 
d' ADN bien délimitées sont retenues pour la cartographie. L'enzyme Apal n'ayant pas 
coupé le clone, elle n'est pas retenue. L'électrophorèse conventionnelle utilisée ici met 
en évidence les petites bandes d' ADN qui sont clivées par ces enzymes et qui seraient 
très difficiles à voir si le système CHEF était employé pour cartographier le clone 
MC39C. C'est pour cette raison que l'électrophorèse CHEF n'est pas utilisée pour faire 
la carte de restriction, ce système ayant une meilleure résolution avec des fragments 
d'ADN de 50Kb à 3000Kb. 
De ces digestions, l' ADN est transféré sur des membranes de nylon pour les hybrider 
avec la sonde pPVlOl afin de savoir sur quel fragment se trouve le gène correspondant. 
On remarque sur la figure 16.b que des fragments de -200pb, -300pb et -500pb des 
digestions BamHI-Kpnl, -Xbal et -Sacl respectivement (invisibles à la Figure 16.a), 
portent le gène ou une partie de gène VKl puisqu'ils hybrident avec la sonde pPVlOl. 
Ces fragments sont situés à l'extrémité de l'insert qui est près du promoteur de 
transcription T3 du vecteur car 2 signaux sont obtenu de 2 sondes différentes sur un 
fragment Clal de -13Kb. Sachant qu'il y a un site de restriction Clal près du promoteur 
de transcription T7 du cosmide (voir Figure 11), une digestion Clal ne peut que séparer 
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Figure 16. Analyse de digestions enzymatiques permettant de cartographier le clone 
MC39C 
(a) Électrophorèse sur gel d'agarose 0.9% (lXTAE) soumis â une tension èle 20V 
pendant 18 heures: (1) ADN MC39C non-digéré, digéré BamHI-ApaI (2), BamHI-Kpnl 
(3), BamHI-Sacl (4) et BamHI-Xbal (6). Ici les digestions enzymatiques sont faites avec 
l'enzyme BamHI plutôt que Notl car cette dernière digère plus difficilement l' ADN et 
demande une solution spéciale (triton X-100) dans son tampon de digestion. Tandis que 
BamHI est une enzyme très connue et facile â employer. (b) Southern blot du gel de la 
figure 16(a) hybridé avec la sonde pPVlOl. Les différentes colonnes de digestion sont 
décrites en (a). Les conditions de lavage du blot étaient â un très bas niveau de 
'stringence' et l'exposition de l'autoradiogramme présenté ici est de une journée â 
-80°C. 
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les deux promoteurs T3 et T7 du cosmide, rendant possible que la sonde 
d'oligonucléotide T3 n'hybride seulement qu'avec le fragment possédant le promoteur 
T3. Ainsi, la figure 17.a montre l'autoradiogramme du premier gel CHEF (voir Figure 
14.b) hybridé avec la sonde pPVlOl. La colonne 3 possède un fragment de -13Kb qui 
indique l'hybridation du gène ou d'une partie du gène VKl avec la sonde. Et la figure 
17.b montre que le même fragment d' ADN Clal hybride également avec le promoteur 
de transcription T3 qui est juxtaposé au site de clonage BamHI. 
Finalement, les enzymes Clal, Kpnl, Xbal et Sacl sont sélectionnées pour établir la 
carte de restriction. L'enzyme EcoRI n'est pas choisie car celle-ci donnait beaucoup trop 
de petites bandes (voir Figure 14.b). Alors, les digestions de ces enzymes sont 
rassemblées sur un même gel (Figure 18.a), puis la membrane de transfert 
correspondante est hybridée avec la sonde pPVlOl pour connaître l'emplacement du 
gène VKl sur les différents fragments d' ADN. On voit à la figure 18.b que certaines 
bandes ont un signal beaucoup plus fort qui indique la présence du gène Viel, et 
d'autres, un signal plus faible. Ce faible signal pourrait renseigner sur la présence 
possible d'un autre gène qui aurait une certaine homologie de séquence avec la sonde. 
On peut remarquer aussi que les bandes de 200pb et 300pb des digestions BamHI-Kpnl 
et -Xbal qui étaient présentes à la figure 16.b ne sont pas visibles, car cette migration 
a duré trop longtemps. En effet, on aperçoit au bas de la figure 18.b la bande BamHI-
SacI de -500pb qui aurait dû avoir un signal plus fort, mais qui manquait peut-être un 
peu d' ADN dû à la migration avancée. 
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Figure 17. Analyse de la position du gène Yd sur le clone MC39C 
(a) Southern blot du gel de la figure 14(b) hybridé avec la sonde pPVlOl. (b) Southern 
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Figure 18. Analyse de digestions simples et doubles du clone MC39C 
(a) Électrophorèse sur gel d'agarose 0.9% (lXTAE) soumis à une tension de 75V durant 
4 heures et dont l' ADN est digéré par BamHI-Xbal (1), Xbal (2), non-digéré (3), 
BamHI-Clal (4), Clal (5), BamHI-KpnI (7), KpnI (8), BamHI-SacI (10), SacI (11). (b) 
Southern blot du gel de la figure 18(a) hybridé avec la sonde pPVlOl. Les digestions 
enzymatiques simples indiquent la présence du gène ou d'une partie du gène VKl sur 
des fragments d' ADN d'environ 1 lKb, 15Kb, lOKb et 16Kb pour les enzymes Xbal, 
Clal, KpnI et SacI respectivement. Tous ces fragments d' ADN coupés par une seule 
enzyme comprennent le cosmide pWE15 car le gène VKl est tout près du promoteur T3 
du vecteur (voir la figure 17 et le texte correspondant). 
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De ces clivages simples, quelques sites de restriction ont pu être placés aux extrémités 
de l'insert du clone MC39C. Mais puisqu'il y avait beaucoup de fragments à analyser 
et qui, par le fait même, étaient difficile à placer pour établir une carte, l'utilisation de 
digestions doubles étaient appropriée. Cette dernière tentative s'est avérée vaine puisque 
cela a créé encore plus de petits fragments. Alors, le dernier essai était de faire des 
digestions partielles avec ces enzymes. Donc, tout en gardant les promoteurs de 
transcription T3 et T7 avec l 'insert par une digestion complète Notl, chaque fragment 
des digestions partielles comportant encore ces promoteurs peuvent hybrider avec les 
sondes d'oligonucléotide T3 ou TI. Ainsi pour la digestion partielle Sacl (Figure 19.a), 
on distingue 6 bandes d' ADN qui sont mises en ordre à partir du bas de 
l' autoradiogramme (Figure 19. b) et en tenant compte de la sonde employée (T3 ou T7). 
On devrait apercevoir une 7• bande de 500pb (comme mentionnée plus haut) Notl-Sacl 
au bas de l'autoradiogramme exposé avec la sonde d'oligonucléotide T3 (Figure 19.b. l), 
mais la migration du gel a été trop longue. Après une soustraction de la longueur d'un 
fragment par la longueur de celui le précédent lorsqu'on lit le gel de bas en haut, on 
peut connaître la longueur de chaque fragment qui sont placé dans l'ordre. Les 
digestions partielles de l' ADN du clone avec les enzymes Kpnl, Xbal et Clal sont 
effectuées par la suite, suivi de la migration de ces digestions sur des gels d'agarose et 
de l'hybridation des Southern blots correspondants avec les sondes T3 ou T7. De plus, 
la position du site Sali est déterminée sur le clone avec une digestion simple mais surtout 
grâce aux digestions faites sur le sous-clone MG28 (voir la section suivante). Finalement, 
une carte de restriction du clone MC39C, qui est décrite à la figure 20, est établie 
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Figure 19. Analyse d'une digestion partielle Sacl du clone MC39C 
(a) Électrophorèse sur gel d'agarose 0.6% (lXTAE) soumis à une tension de 13V 
pendant 18 heures. L' ADN cloné est digéré complètement par l'enzyme Notl et 
partiellement par des concentrations différentes de l'enzyme Sacl: (1) digestion complète 
Notl, (3) Notl et 2 unités d'enzyme Sacl, (4) Notl et 1 unité Sacl, (5) Notl et 0.5U 
Sacl, (6) 0.25U Sacl, (7) 0.125U, (8) 0.0625U, (9) 0.03625U, (10) 0.018U. Toutes les 
digestions partielles ont eu lieu durant 1 heure à 37°C. (b. l) Southern blot du gel de la 
figure 19(a) hybridé avec la sonde d'oligo. T3. (b.2) Southern blot du gel de la figure 
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Figure 20. Carte de restriction du clone MC39C et de son sous-clone MG28 
Le fragment d' ADN BamHI, inséré entre les promoteurs T3 et T7 du cosmide pWE15, 
mesure 25.5Kb et porte les gènes VKl (qui est en réalité un gène de la famille VK23 
[voir section C.5]) et VK12. Ces deux gènes sont dans la même orientation (flèches au-
dessous des rectangles ombragés indiquant les gènes) et sont â une distance de - 8.5Kb 
l'un de l'autre. Le fragment Clal-Sacl (5Kb) est inséré entre les promoteurs T3 et T7 
du plasmide pBluescript II KS + et forme le sous-clone MG28 (les flèches arrivant sur 
les sites Clal et Sacl montrent l'excision de ce fragment). Ce sous-clone porte le gène 
VK12 complet (rectangle hachuré) précédé d'une séquence L ou 'leader' (rectangle 
ombragé). 
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Carte de restriction du clone MC39C 
1 Kb 
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(N.B. cette carte sera plus décrite aux sections C.4 et C.5). 
C.3 Développement d'une technique de criblage en 'slot blot' 
Une nouvelle technique de criblage d' ADN par la microfiltration â travers des fentes a 
été développée. La stratégie principale de ce type de criblage est qu'un grand nombre 
d'inserts d'une banque d' ADN mis en commun (ou 'pools') sont hybridés dans un 
premier temps et chaque 'pool' positif est ensuite criblé en pétri avec la même sonde, 
dans le but d'alléger la technique habituelle de criblage en pétri. De plus, les 'pools' 
d'inserts sont amplifiés (pour enrichir chacun des différents inserts pour l'hybridation) 
et immobilisés sur une membrane avant l'hybridation. D'autre part, la bibliothèque de 
cosmide pWE15 contenant de l' ADN génômique de foie de souris BALB/c est employée 
ici pour ce genre de criblage car les vecteurs cosmidiques peuvent contenir de longs 
inserts (-38Kb dans ce cas-ci) et alors moins de 'pools' d'inserts ont besoin d'être 
criblés pour trouver le gène d'intérêt. 
Des essais ont été effectués pour savoir si un signal (une bactérie) sur 2000 pourrait 
être décelé et on remarque en effet â la figure 21.a que -3 bactéries (banque de 
cosmide) sur 3000 sont signalées par hybridation avec la sonde BA2.0. L' ADN BA2.0 
(fragment Xbal de -485pb) comprend des éléments de séquence répétitive qui se 
retrouve fréquemment en position 3' des gènes VK (Wilson et Storb, 1983; Gebhard et 
Zachau, 1983). La fente dans laquelle les 280 bactéries positives (et les 2800 négatives) 
ont été filtrées devrait montrer un signal d'hybridation, mais peut-être que la 
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Figure 21. Analyse de la technique de criblage sur 'slot blot' 
(a) Slot blot de bactéries E. coli NM554 contenant un cosmide pWE15 positif pour la 
·.·. 
sonde BA2.0 et dont l'autoradiogramme est présenté ici. Chaque fente comprend un 
mélange différent de bactéries positives et négatives: (1) aucune bactérie positive et 
-2800 négatives, (2) 0.28 bactérie(+) et -2800 (-), (3) 2.8(+) /2800(-), (4) 28(+) 
/2800(-), (5) 280( +) /2800(-), ( 6) 2800( +) /2800(-), (7) 2800( +) et aucune bactérie 
négative. (b) Slot blot d' ADN BA2.0 hybridé avec une sonde BA2.0 dont · 
l'autoradiogramme a été exposé 2 jours. De 5pg à lOng d'ADN sont filtré. 
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microfiltration n'a pas bien fonctionné pour cette fente ou que la culture n'avait pas été 
bien agitée avant de la faire passer dans cette fente du 'slot blot'. De plus, la figure 21.b 
montre que 5pg d' ADN BA2.0 sont détectés avec la sonde BA2.0 (marquée par la 
méthode d'amorces multiples) ce qui démontre encore à quel point cette méthode peut 
être efficace. 
Les membranes de 'slot blot' ont été hybridées avec la sonde pPVlOl et essentiellement 
avec les sondes d'oligonucléotides DG56 (5'-TGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCC-
3') et DG57 (5'-GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGG-3') qui sont des 
portions en position 5' de la première sonde. Ces sondes d'oligonucléotide sont 
employées pour éviter la possibilité d'une hybridation entre la sonde pPVlOl et le 
cosmide car celui-ci était en grande concentration lors des criblages sur 'slot blot' (2000 
bactéries/puit dont l' ADN est extrait).- En effet, la sonde pPVlOl digérée par EcoRI-
HindIII et purifiée sur gel d'agarose à bas point de fusion pour son marquage radioactif, 
comporte une partie du site de clonage multiple du vecteur M13mp10 qui pourrait peut-
être hybrider avec le site de clonage unique des cosmides et donner un signal perceptible 
en présence d'une grande concentration de cosmide. Un total de -4.8Xl05 bactéries a 
été finalement criblé mais malheureusement aucun clone positif n'a été détecté. 
C.4 Identification d'un autre gène VK sur le clone MC39C 
et son sous-clonage 
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Lors de la cartographie du clone MC39C, les Southern blots ont été hybridés avec 
d'autres sondes susceptibles d'hybrider avec des gènes ou des parties de gènes autour 
du gène VKl, selon la carte établie par D'Hoostelaere (Figure 7) et modifiée dans cette 
étude. Ainsi, les sondes VK.9 et VK12, 13 fournies par D'Hoostelaere ont été utilisées. 
La sonde VK9 mesure 260pb et est homologue à une partie en 5' du gène VK.9, tandis 
que la sonde VK12,13 mesure 600pb comprenant une région non-codante de 300pb en 
5' du gène VK12 et la région adjacente, soit la région 5' codante de ce gène. La figure 
22.a montre que la sonde VK12,13 hybride beaucoup plus fortement que la sonde VK9 
(Figure 22.b). Malgré que les deux sondes mettent en évidence les mêmes bandes (ce 
qui indique un certain pourcentage d'homologie entre les sondes), le signal le plus fort 
est choisi pour guider le sous-clonage. Le fragment ClaI-Sacl de 5Kb (contenant le gène 
VK12) a alors été électroélué et ligué dans le vecteur pBluescript II KS M13+. Puis, 
ce fragment a été inséré dans la souche de bactéries Escherichia coli XLI compétentes 
grâce à la technique de transformation (voir section B.4). La présence du gène VK12 
sur le sous-clone MG28 a été vérifiée et quelques enzymes communes, qui étaient 
disponibles et qui ne faisaient pas parties de celles qui ont servi pour la cartographie du 
clone MC39C, ont été choisies. La figure 23.a nous montre que les enzymes Apal, 
EcoRV et Smal ne coupent pas l'insert (Apal coupe une fois le vecteur). Toutes les 
autres digestions montrent une seule bande d' ADN qui hybride avec la sonde VK12 sauf 
Sali qui a digéré partiellement (Figure 23.b). Finalement, il a fallu faire des digestions 
doubles pour arriver à établir une carte de restriction du sous-clone MG28 (Figure 24). 
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Figure 22. Recherche d'autres gènes VK sur le clone MC39C 
Les deux autoradiogrammes présentés ici ont été exposés pendant 3 heures et les 
Southern blots correspondants avaient été lavés dans une solution à haute 'stringence'. 
Les sondes ont été préparées dans l'agarose à bas point de fusion suite à une réaction 
de polymérisation en chaîne (amorces TI et Sp6) et marquées par la méthode 
d'amorces mutiples. (a) Southern blot du gel de la figure 16(a) hybridé avec la sonde 
V1d2,13. La digestion enzymatique double BamHI-Kpnl indique un fragment d' ADN de 
-9Kb hybridant avec la sonde. Un fragment d'ADN de -5.5Kb BamHI-Sacl indique 
le gène VK12 ainsi qu'un autre fragment de -9.5Kb BamHl-Xbal. (b) Southern blot du 
gel de la figure 18(a) hybridé avec la sonde VK9. Les bandes d'ADN qui ont hybridé 
avec la sonde VK9 sont les mêmes qui présentaient un signal faible avec la sonde VKl 
(pPVlOl) à la figure 18(b). Soit une bande à --9.5Kb pour Xbal, une bande à -7Kb 
pour Clal, une bande à -9Kb pour Kpnl et une bande d'ADN mesurant -5.5Kb pour 
l'enzyme Sacl. On observe également que ce sont ces mêmes bandes qui ont hybridé 
avec la sonde VK12, 13 (voir Figure 22(a)). 
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Figure 23. Analyse de digestions enzymatiques permettant 
la cartographie du sous-clone MG28 
(a) Électrophorèse sur gel d'agarose 0.7% (lXTAE) soumis à une tension de 20V 
pendant 18 heures et dont l' ADN du sous-clone MG28 est digéré comme suit: (1) ADN 
non-digéré, (2) digéré ApaI, (3) EcoRI, (4) EcoRV, (7) HindIIT, (8) Pstl, (9) Sali, (10) 
SmaI. (b) Southern blot du gel de la figure 23(a) hybridé avec la sonde VK12, 13 et dont 
l'autoradiogramme présenté ici a été exposé durant 3 heures. Les digestions 
enzymatiques EcoRI, HindITI et Pstl indiquent la présence du gène VK12 sur des 
fragments d' ADN de - 3Kb, -4.2Kb et - 500pb respectivement. 
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Figure 24. Cartes de restriction des sous-clones de MC39C 
Tous ces sous-clones sont insérés dans un vecteur M13+ et les sites de restriction en 
caractères ouverts prennent place sur ce vecteur. Les flèches indiquent le séquençage 
effectué sur chaque sous-clone. Le sous-clone MG48 a servi à séquencer la partie 3' 
codante du gène VK12 à l'aide de l'amorce oligonucléotidique DG89. Les petits 
rectangles ombragés représentent la séquence L ou 'leader' du gène et les rectangles 
rayés montrent la région variable. 
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Cartes de restriction des sous-clones de MC39C 
0 2 3 4 5 
T3 Hlndlll EcoR 1 Sal 1 Pst 1 Pst 1 EcoR 1 EcoR 1 T 7 
5SLc~l~l ........................................................... ~.~~------lllllli'--·1'------~1~3• 
Hind111 Sac Cla 1 
0 0.5 1 Kb 
L Vk·f2 
Î 3 Kpnl "I"'' Xhol Pst 1. 
~@0~@~ 5' ~1 1 
Pst 1 
Sal 1 -
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D'autres sous-clonages ont été effectués par la suite pour faciliter le séquençage du 
gène V1d2 (Figure 24). Le fragment d' ADN Sali du sous-clone MG28 a été 
premièrement clivé pour laisser le nouveau sous-clone (MG43SS) se faire religuer, et 
pour ainsi se rapprocher plus près du gène V1d2 pour le séquençage avec l'amorce 
oligonucléotidique T3. Ce sous-clone a été digéré avec les enzymes Sali et EcoRI, et 
religué dans un nouveau vecteur pBluescript II KS M13+ (nommé MG48) pour se 
rapprocher du gène de l'autre côté (T7). Toutefois, le séquençage avec l'amorce T7 sur 
ce sous-clone n'a pas été effectué car le gène est trop loin sur l'insert. Enfin le dernier 
sous-clone formé (MG67) cernait encore plus étroitement le gène dans un fragment Pstl-
Pstl préalablement élué avant sa ligation dans M 13 + et sa transformation dans la souche 
XLl. 
C.5 Séquences et liaison des gènes VK23 et VK12 
La partie de gène hybridant avec la sonde pPV10l(V1d) a été séquencé directement sur 
le clone MC39C avec l'amorce d'oligo T3 et l'amorce VK.23 3'flank (5'-
GCGGATCCAGTCTTCTTCAATAGGTC-3'), synthétisée par la suite. Le second 
oligonucléotide était nécessaire pour arriver à lire la séquence le plus près possible du 
promoteur de transcription T3 du cosmide. En effet, la figure 25 montre en position 5' 
du gène le site de restriction BamHI (site de clonage unique du cosmide) qui est adjacent 
au promoteur T3 du cosmide. On remarque également que cette partie de gène comporte 
la 3c région 'framework' (FR3) et la 3c région déterminant la complémentarité (CDR3) 
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Figure 25. Séquence des nucléotides d'une partie d'un gène Vic23 de souris BALB/c 
La stratégie de séquençage est présentée par des flèches grasses accompagnées de leur 
amorce d'oligonucléotide. Les flèches à angle droit encadrent la région CDR3 et, du 
début de la séquence (dont il manque la 1= base du 1"' codon) jusqu'au début du CDR3, 
on retrouve la région FR3. Le signal de recombinaison heptamère-nonamère est espacé 
de 12pb et est indiqué par deux rectangles ombragés. La séquence complémentaire de 
l'oligonucléotide VK23 3'flank est aussi indiqué par un rectangle ombragé. Les sites de 
restriction BamHI (site de clonage), Kpnl et Xbal qui sont soulignés confirment la 
longueur des fragments BamHI-Kpnl ( -200pb) et BamHI-Xbal (-315pb) déjà 
cartographiés. Les numéros du haut de la séquencé montrent l'emplacement des 




3 o 40 FR3 50 6 o 10 80 1 BamHI 10 20 
GG ATC CCC TCC AGG TTC AGT 
ILE PRO SER ARG PHE SER 
GGC AGT GGA TCA GGG ACA GAT TTC ACT CTC AGT ATC AAC AGT GTG GAG ACT GAA GAT TTT GGA ATG TAT 






CYS GLN GLN 
90 
CDR 70 so 3 110 1 120 130 140 150 160 170 180 190 200 
AGT AAC AGC TGG CCTICARACAGT®ATGCAGACCATA@AAAAATQACCAGGAAAGCAGAAGTGTGAGGCTGGGCTGCTTcAGCTATTTTTGGT™ 
SER ASN SER TRP PRO Hcptamerc espace 12pb Nonamcrc Kpnl 
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 
TCAACCTTCTTCAAAGTGGAACAAATCAGATGGGGCCTGCTGTGAGTTTA.!3ACCTATTGAAGAAGACTGGAAGTCTCCATAGCCTATGAATTCTCTTCACTCTATTTCAGCTCTAGAATA 
- OLIGO Vk23 3'FLANK Xbal 
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 
CTTGTCTAATATTGTCCTTGTGTAATCATAAGGACAATCTTcCTcCAGTATACTGCCACTAGAGAAAATCTCATCTTCGATGGACAGAAGGAATGATTGATTATTCCATATTCTTATAATTG 
qui sont des régions en position 3' des gènes Vic. De plus, ce gène possède les 
séquences heptamériques et nonamériques qui lui permettraient de se réarranger aux 
segments de gène JK (Hesse et al., 1989). Mais pour savoir s'il est fonctionnel ou non 
(pseudogène), ce segment de gène devra être séquencé en son entier (sur un autre 
cosmide). Après une comparaison de cette séquence avec celles de la littérature (Strohal 
et al. 1989), la partie de gène qui était supposément de la famille VKl ressemblait 
plutôt fort â un gène de la famille Vic23. Ainsi, la famille de gène VK23 (ou du moins 
quelques gènes VK23) se trouverait possiblement â proximité de la famille VK12, 13 
comme le porte â croire le clone MC39C. De plus, la séquence nucléotidique de cette 
partie de gène VK23 est homologue â 86% avec la séquence du gène VK23 VL7 
provenant de l'ADN de foie de souris BALB/c (Pech et al., 1981) et cela sur 211 bases 
incluant une partie non-codante en 3' du gène. Il s'agirait donc très probablement d'un 
gène de la famille VK23. Pour tenter d'-expliquer l'hybridation de la sonde pPVlOl(VKl) 
avec ce gène, la séquence de la sonde a été comparée â celle du gène VK23. On trouve 
â la figure 26 une portion de séquence qui est très homologue et qui correspond à une 
région très conservée du FR3 chez tous les gènes VK et même chez d'autres espèces 
animales (Figure 27). Cela serait probablement suffisant pour une hybridation, compte 
tenu également des conditions de lavage de la membrane de criblage qui avait été fait 
â très basse 'stringence' (voir section C. l). 
Le gène qui avait donné un signal positif avec la sonde VK12 s'est avéré être 
homologue â 93% avec le gène VK12 K2A'CL (provenant d'un plasmocytome de souris 
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Figure 26. Alignement des séquences nucléotidiques du gène VJC23 
cloné et de la sonde pPVlOl 
La région homologue entre la séquence du gène V1c23 et celle de la sonde pPVlOl est 
indiquée par un rectangle tacheté. Le signal de recombinaison heptamère-nonamère est 
montré par deux rectangles ombragés. 
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1 1 0 20 30 40 50 60 70 80 
Vk23 GGATCCCCTCCf\GGTTOA0T(i(iCAG:TG:GAT:C:A~~!3 ACAGA TTTCACTCTCAGTATCAACAGTGTGGAGACTGAAGA TTTT 
1 1 1 1 1 1 1 t. t. t. I" 1·. I" I" 1·. 1·.1·. 1·.1·.1 ·.1"1"1 "1 "1 ·.1 ·.1 "I ·.1 ·.1 · ~ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 . . . . . . . . .... ... . .. . .... 
pPV101 GGGTCCCAGACAGGî'.î'.cAG:ri3i3CAGT·GGA·'.rèAGGG ACAGACTTCACACTCAAGA TCAGCAGAGTGGAGGCTG AGGA TCTG 
60 70 80 90 100 11 0 120 1 30 
90 100 110 120 130 140 150 160 
Vk23 GGAATGTATTTCTGTCAACAGAGTAACAGCTGGCCTCACACAGTGATGCAGACCATAGCAAAAATCACCAGGAAAGCAGA 
1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pPV101 GGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTCCPAGAGTGfA.TACAGACCCTA~QAAAAATAiGTCTTACTTTGGGG 
140 150 160 170 180 190 200 210 
heptamere nonamere 
Figure 27. Comparaison des séquences peptidiques des gènes variables 
Vtc12 et Vtc23 de souris avec d'autres séquences kappa 
Les acides aminés sont représentés à l'aide du code à une seule lettre. Les séquences 
d'acides aminés (Kabat et al., 1991) de différentes espèces (souris, cheval, humain, 
lapin et rat) sont comparées entre elles; cet alignement a été réalisé par le Dr Gibson. 
Les flèches indiquent les gènes séquencés dans cette étude qui sont classés dans les 
familles de gènes Vtc12 et Vtc23. Les régions déterminant la complémentarité sont 
indiquées par cdrl, cdr2 et cdr3. L'étoile (*) signale que ces séquences de gènes Vtc 
de cheval sont encore sous instances de publication. 
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nommé MOPC-149) de Nishioka et al. (1980) et cela sur 625 bases comprenant la 
région 'leader', l 'intron et la région variable du gène. La séquence de ce gène a été 
faite avec les sous-clones MG43 et MG67 à l'aide des amorces d'oligo T3 et T7 
hybridant avec les promoteurs du vecteur pBluescript. Comme indiqué à la figure 24, 
il a fallu faire synthétiser une autre amorce d'oligo (DG89,VK12) pour aider à 
séquencer la fin du gène VK12 sur le sous-clone MG48. Ce gène est beaucoup plus 
complet que le gène V1c23. La séquence nucléotidique possède toutes les 
caractéristiques nécessaires au bon fonctionnement du gène. Ainsi on remarque sur la 
figure 28 un promoteur de transcription ( octamère et boîte TATA à leur position 
correcte, soit espacés de 35pb), une séquence 'leader' (flanquée en 3' par un site 
d'épissage en position 5'), un intron de longueur standard (123pb), et une région 
variable (flanquée en 5' par un site d'épissage en position 3', et en 3', par un signal de 
recombinaison heptamère-nonamère espacé de 12pb). De plus, les acides aminés 
invariables traduits de la séquence de la région variable sont identiques à ceux indiqués 
par Kabat et al. (1991) qui suggère, par ces acides aminés, que ce gène fait partie du 
sous-groupe V des chaînes légères kappa de souris. 
La figure 27 montre une comparaison entre les séquences d'acides aminés de plusieurs 
familles de gènes VK chez la souris ainsi que chez le cheval, l'humain, le lapin et le rat. 
Les deux gènes séquencés dans cette étude sont classés dans les familles de gènes 
VK12 et VK23. Le gène VK12 séquencé (et traduit) ressemble fort aux chaînes légères 
K2 et K3. En effet, on peut remarquer que ce gène possède une séquence similaire à 
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Figure 28. Séquence nucléotidique d'un gène Vd2 de souris BALB/c 
La stratégie de séquençage de ce gène est présentée à la figure 24. Une traduction de 
la séquence nucléotidique est donnée pour les régions 'leader' et variable. La région 
promotrice est indiquée par deux rectangles ombragés comprenant l 'octamère et la boîte 
TATA. Le signal de recombinaison heptamère-nonamère est espacé de 12pb et est 
indiqué aussi par deux rectangles ombragés. Les deux sites de restriction Pstl montre 
la longueur exacte du sous-clone MG67 (voir Figure 24) sur lequel l'oligonucléotide 
DG89 (rectangle ombragé) a été déterminé. 
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1 1 0 20 30 4 0 50 60 70 80 90 1 OO 
ÇIGÇAGCTGTGCCTACCCTTTGCTGlÎ\ittté CAJIGTACCCAAAGCA TTTCCTACTGACA TGAGGA TTTcffThi\'T îiJGTCAGGTCACACCCTGTGCTGT AA TCA 
Pst I octamere LEADER boite TATA 
11 0 120 1 30 140 1 5 0 1 60 170 1 80 
GCATCACACTGAAAACACACAGAC ATG AGT GTG CCC ACT CAG GTC CTG GGG TTG CTG CTG CTG TGG CTT ACA G GTAATGAAG 
MET SER VAL PRO THR GLN VAL LEU GLY LEU LEU LEU LEU TRP LEU THR G 
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 
ACAGCACTAGAAATTTATTGAGCTTTCTGCACTCTGTGCTGCTTGGTCTCAATGAAAATTCTTTTGTGAGAGAACTAATCATGTGGGTATATGTTTTCAA 
290 30 0 3 10 320 33 0 3 40 350 36 0 
TTTTCCAATTGTAG GT GCC AGA TGT GAC ATC CAG ATG ACT CAG TCT CCA GCC TCC CTA TCT GCA TCT GTG GGA GAA ACT 
LY ALA ARG CYS ASP ILE GLN MET THR GLN SER PRO ALA SER LEU SER ALA SER VAL GLY GLU THR 
3 70 380 
GTC ACC ATC ACA TGT CGA 
VAL THR ILE THR CYS ARG 
440 4 5 0 
CCT CAG CTC CTG GTC TAT 
PRO GLN LEU LEU VAL TYR 
5 20 530 
ACA CAG TTT TCT CTG AAG 
THR GLN PHE SER LEU LYS 
39 0 4 OO 410 42 0 4 30 
GCA AGT GAG AAT ATT TAC AGT TAT TTA GCA TGG TAT CAG CAG AAA CAG GGA AAA TCT 
ALA SER GLU ASN ILE TYR SER TYR LEU ALA TRP TYR GLN GLN LYS GLN GLY LYS SER 
REGION VARIABLE oligo DG89 
4 60 470 48 0 4 90 500 51 0 
AAT GCA AAA ACC TTA GCA GAA GGT GTG CCA TCA AGG Œtt: AGI GGd :8Gi !36.A I CA 'GGCI 
ASN ALA LYS THR LEU ALA GLU GLY VAL PRO SER ARG PHE SER GLY SER GLY SER GLY 
54 o Pst I 5 50 560 57 o 5 80 
ATC AAC AGC CIG GAG CCT GAA GAT TTT GGG AGT TAT TAC TGT CAA CAT CAT TAT GGT 
ILE ASN SER LEU GLN PRO GLU ASP PHE GLY SER TYR TYR CYS GLN HIS HIS TYR GLY 
590 600 61 0 620 630 640 650 660 670 680 
ACT CCT CCÔACAG'tGf.\TTCAAGCCATGJACATAAiibêJATGCAGGGAAGCAGAAGTGAGAGTACATGCTGCCCCAACTGCTACTTATGATGTCTCCAGC 
THR PRO heptamere espace 12pb nonamere 
690 7 00 
TGCTCAGCTACTGCGAG 
celle des gènes K2 et/ou K3 selon la région comparée. La partie 3' du gène VK23 
séquencée sur le clone MC39C serait de même nature que le gène VK23 VL7 (L7 sur 
la figure), comme mentionné plus haut. Cependant, il est évident que ce gène pourrait 
appartenir à une autre famille VK si sa partie 5' était connue. Il a quand même été 
classé dans la famille V1c23 à cause d' une différence de 5 a.a. seulement avec VL7. La 
carte de restriction (voir Figure 20) montre que les gènes VK23 et VK12 sont présents 
sur un même fragment BamHI de 25.5Kb. Ils sont à une distance de -8.5Kb l'un de 
l'autre et sont dans la même orientation transcriptionnelle. Même si l'orientation de ces 
segments de gène par rapport à celle des segments JK est inconnue, les deux gènes 
devraient se réarranger par le même mécanisme, soit par délétion ou par inversion. 
C.6 Présence des deux parties de gène V1d2 et VK23 
sur le même fragment Bamm d 'ADN génômique 
L' ADN génômique de foie des souches de souris AKR, NZB, BALB/c et c.C58 a été 
digéré avec l'enzyme BamHI, et transféré sur une membrane de nylon après une 
migration de 18 heures à 25V sur un gel d'agarose 0.7% (lXTAE). Les Southern blots 
correspondants ont ensuite hybridés avec les sondes VK12 et VK23 (déterminées à partir 
des gènes trouvés sur le clone MC39C) pour voir s'il existe un fragment d' ADN 
génômique d'une longueur d'environ 25Kb, comme dans le cas du clone MC39C. A la 
figure 29, on remarque effectivement qu'il y a tout en haut une bande d'environ 25Kb, 
et peut-être un peu plus, . pour chaque colonne de digestion, et hybridant avec les deux 
83 
Figure 29. Analyse de la présence des gènes Vd2 et VK23 sur un même fragment 
BamHI dans le génôme de la souris 
(a) Southern blot d'un gel d'agarose 0.7% {lXTAE) hybridé avec la sonde VK23. 
L'ADN génômique, clivé par l'enzyme BamHI, provient du foie des souches de souris 
AKR (1), NZB (2), BALB/c (4) et c.C58 (5). En (3) on retrouve le marqueur de 
grandeur ÂH3 dont la première bande est une ligation spontanée de la bande de 23. lKb 
avec la bande de 4.4Kb par les extrémités cohésives (cos) de l' ADN Â. Cette bande 
mesure donc -27.5Kb. La sonde VK23 a été marquée par la méthode d'amorces 
multiples dans l'agarose à bas point de fusion suite à une réaction de polymérisation en 
chaîne sur le clone MC39C avec les amorces oligonucléotidiques T3 et VK23 3'flank 
(voir Figure 25). (b) Southern blot d'un gel 0.7% {lXTAE) hybridé avec la sonde V1d2 
et dont chaque colonne est décrite à la figure-29(a). La sonde VK12, 13 a été préparée 
de la même manière que la sonde VK23 mais avec les amorces T3 et T7 sur le clone 
MG67 (voir Figure 24). 
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sondes. La taille de ces bandes semble même être dans les environs de 28Kb, si on les 
compare au marqueur. Mais souvent les solutions dans lesquelles l' ADN est chargé dans 
les puits d'un gel peuvent faire une différence dans la migration, par la présence de sels 
par exemple. D'ailleurs, le critère de la taille des bandes d' ADN qui ont migré au haut 
d'un gel n'est pas fiable à cause de la résolution qui est moindre (>20kb pour une 
électrophorèse conventionnelle). 
La technique décrite au début de cette section est également utile pour faire des analyses 
RFLP d' ADN génômique. On remarque donc premièrement à la figure 29 que les 
patrons de restriction entre les deux membranes se ressemblent beaucoup (e.g. entre les 
souches AKR des deux hybridations, presque toutes les mêmes bandes sont visibles). 
Alors, les deux sondes sont probablement trop homologues pour qu'une analyse des 
REFs soit concluante. De plus, les patrons de restriction VK23 ne concordent avec aucun 
patron de la littérature (D'Hoostelaere et al., 1988). Alors, pour améliorer l'analyse, la 
sonde VK23, qui avait été générée à partir du clone MC39C, a été changée pour celle 
fournie par le Dr D'Hoostelaere, puis l' ADN de nouvelles souches de souris a été 
digéré. Croyant au départ que la famille de gènes VK23 était séparée de la famille de 
gènes V1d2, 13 par le site de recombinaison 75NS (Figure 7), les REFs des souches 
B6.PL(75NS) et B6.PL(85NS) pour ces deux gènes ont été comparés à ceux des 
souches AKR et BALB/c. La figure 30 montre d'abord la différence entre les deux 
sondes VK23: celle du Dr D'Hoostelaere étant plus longue et plus en 5' du gène (Figure 
30.b), elle hybride avec des bandes au bas de l'autoradiogramme qui sont absentes sur 
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Figure 30. Patrons représentatifs des REFs pour Vd2 et VJC23 
L' ADN génômique, clivé par l'enzyme BamHI, provient du foie des souches de souris 
AKR (1), BALB/c (2), B6.PL(75NS) (4) et B6.PL(85NS) (5). Les traînées d' ADN dans 
les couloirs de migration des souches 75NS et 85NS ne sont dûes qu'à une mauvaise 
dilution de l'ADN avant la digestion. (a) Cette sonde VK23 a été préparée à partir du 
clone MC39C (voir Figure 29) et la membrane a été lavée à une 'stringence' moyenne 
(0.3XSSC, 0.5%SDS). (b) La membrane a été lavée à basse 'stringence' (0.5XSSC, 
0.5%SDS) et cette sonde, dérivée des régions 'leader' et variable du gène VK23 obtenu 
du Dr D'Hoostelaere, a été faite avec les amorces T7 et Sp6 comme indiqué pour les 
sondes de la figure 22. (c) La membrane de transfert a été hybridée avec la sonde V1d2 
préparée à partir du clone MC39C (voir Figure 29) et a été lavée à 'stringence' 
moyenne. 
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la membrane hybridée avec la sonde Vic.23 préparée à partir du clone (Figure 30.a). 
D'autre part, les patrons de restriction se ressemblent beaucoup moins en comparant la 
membrane du centre (Figure 30.b) et celle de droite (Figure 30.c), impliquant que ces 
sondes sont beaucoup moins homologues. On remarque aussi que les souches AKR et 
75NS ainsi que les souches BALB/c et 85NS sont semblables dans leur patrons de 
digestion et cela pour chacune des deux familles de gènes VK analysées ici. Pour le 
gène VK23, sa famille de gènes serait plus probablement centromérique par rapport au 
site de recombinaison 85NS à cause de la ressemblance du REF de la souche 
B6.PL(85NS) avec celui du groupe allélique b* (souche BALB/c). Le gène VK12 est 
aussi situé centromériquement par rapport au site 85NS mais puisque son REF (souche 
75NS) ressemble à celui du groupe allélique a* (souche AKR), cela vient mettre un doute 
sur la véracité du site 75NS. Ces résultats (pour les gènes VK12 et VK23) sont ici en 
contradiction avec ceux de D'Hoostelaere et al. (1988). Donc, nos résultats suggèrent 
qu'au moins deux membres des familles de gènes VK12 et VK23 se trouvent 
possiblement à proximité l'un de l'autre sur le génôme de souris BALB/c quelque part 
entre les sites de recombinaison NAK et 85NS, cela pouvant expliquer la présence de 
ces mêmes gènes sur le clone MC39C criblé. 
Pour s'assurer que les résultats obtenus ne sont pas erronés, d'autres analyses RFLP 
avec l'enzyme BamHI ont été effectuées avec les gènes VKl (distal au site 75NS) et 
VK19 (proximal à 75NS). La figure 31 montre les mêmes résultats que pour les gènes 
VK12 et VK23, soit que les patrons de restriction des souches de souris AKR et 
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Figure 31. Patrons représentatifs des REFs pour VKl et VK19 
L' ADN génômique de foie des souches de souris AKR (1), BALB/c (2), B6.PL(75NS) 
(4) et B6.PL(85NS) (5) a été clivé par l'enzyme BamHI. Les deux membranes ont été 
lavées à 'stringence' moyenne. (a) La sonde VKl est la sonde pPVlOl déjà connue 
(voir section C.1). (b) La sonde VK19 a été préparée comme les sondes de la figure 22. 
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B6.PL(75NS) se ressemblent ainsi que ceux des souches BALB/c et B6.PL(85NS), et 
cela pour les deux familles de gènes. Donc, les gènes V1d et V1d9 sont placés en 
amont des sites 75NS et 85NS, et puisque les fragments de restriction mis en évidence 
par la sonde VK19 pour la souche 75NS (Figure 31.b) ressemblent à ceux de la souche 
AKR (groupe allélique a*), ceci apporte encore un doute à l'existence même du site 
75NS car cela contredit de nouveau les résultats rapportés par D'Hoostelaere et al. 
(1988). 
Enfin, pour s'assurer encore plus de ces résultats, l' ADN génômique des mêmes 
souches de souris a été digéré par BamHI et ses patrons de restriction ont été analysés 
(Figure 32). On remarque, pour le gène Vic8 (Figure 32.a), que les mêmes résultats 
obtenus jusqu'ici reviennent, et cela pour une famille de gènes placée 
centromériquement par rapport au site 15NS par D'Hoostelà.ere et al. (1988). Ici encore, 
l'existence du site de recombinaison 75NS est mise en doute. Par contre, l'analyse du 
gène Vic21 (Figure 32.b), situé télomériquement par rapport aux sites 75NS et 85NS, 
donne le résultat attendu. Cette famille de gènes est donc placée de façon télomérique 
au site 85NS car le REF des souches 75NS et 85NS est semblable à celui de la souche 
AKR et la souche BALB/c demeure de type b (groupe allélique b*) comme l'indique le 
travail de D'Hoostelaere et al. (1988). 
Finalement, puisque les familles de gènes VK12, 8 et 19 sont du groupe allélique a* pour 
la souche de souris B6.PL(75NS) (suggérant la possibilité que les gènes VK4 et VKlO 
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Figure 32. Patrons représentatifs des REFs pour VK8 et Vic21 
Les membranes de transfert des autoradiogrammes présentés ici ont été lavées à haute 
'stringence'. (a) L' ADN génômique de foie des souches de souris AKR (1), BALB/c (2), 
B6.PL(75NS) (4) et B6.PL(85NS) (5) est digéré BamHI et migré. La membrane de 
transfert correspondante est hybridée avec la sonde Vic8 préparée comme celles de la 
figure 22. (b) Le même ADN génômique qu'en (a) est digéré puis migré, et le 
Southern blot correspondant est hybridé avec la sonde pl.14 (VK.21) préparée comme 
une sonde M13 (voir section B.1.b). 
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soient également de ce groupe), cela propose qu'il n'y a aucun site de recombinaison 
75NS placé à l'endroit indiqué par D'Hoostelaere et al. (1988)*. De plus, il semble que 
le gène VK23 soit centromérique par rapport au site de recombinaison 85NS plutôt que 
télomérique puisqu'il est du groupe allélique b et non a. 
*Voir Tableau I pour les groupes alléliques et Figure 7 pour la position des sites 
recombinants. 
C. 7 Disposition des membres de la famille de gènes Vtl dans le génôme 
de souris BALB/c 
La méthode employée ici est celle du gel à deux dimensions. C'est-à-dire qu'on digère 
en premier lieu l' ADN génômique, situé dans des cartouches d'agarose, avec une 
enzyme coupant rarement le génôme, pour ensuite le faire migrer sur gel d'agarose à 
bas point de fusion avec le système CHEF. Puis, on découpe le gel en une bande 
englobant toute la traînée d' ADN digéré qu'on redigère avec une autre enzyme coupant 
plus fréquemment le génôme. On fait migrer l' ADN sur un gel conventionnel coulé 
autour de la bande d'agarose placée au haut du nouveau gel. Les bandes d' ADN sont 
analysées par comparaison avec les bandes d' ADN génômique digéré avec la 2c enzyme 
et migré sur le même gel. 
Les enzymes Clal (coupant rarement le génôme) et BamHI sont employées sur l' ADN 
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génômique de souris BALB/c (Figure 33). Malheureusement, il semble que la digestion 
par BamHI ait été inefficace puisqu'il n'y a aucune bande visible sur cet 
autoradiogramme. Toutefois, on voit bien quelques traînées d' ADN créées par la 
digestion Clal (coupe de longs fragments), ce qui indiquent que les gènes de la famille 
VKl semblent dispersées sur le locus du génôme de la souche de souris BALB/c. Au 
contraire, une seule traînée d' ADN visible sur l'autoradiogramme aurait plutôt impliqué 
un regroupement des gènes de la famille VKl sur le locus lgK de souris BALB/c. On 
remarque également que la bande Clal estimée â - 300Kb a plus fortement hybridée 
avec la sonde pPVlOl{VKl) et suggère ainsi qu'il y a possiblement un plus grand 
nombre de segments de gène VKl dans ce fragment. 
Tenant compte, par ailleurs, du lavage â basse ' stringence' de la membrane de transfert, 
les traînées montrant une hybridation faible pourraient être visibles â cause d'une 
réaction croisée de la sonde, et la bande Clal de 300Kb indiquerait ainsi plutôt un 
regroupement des gènes de la famille VKl sur le locus. Ces résultats ne sont donc -pas 
assez précis pour dire si les membres de la famille VKl sont dispersés ou regroupés sur 
le génôme. 
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Figure 33. L'électrophorèse à deux dimensions et l' ADN 
génômique de souris BALB/c 
Southern blot d'un gel 0.6% (lXTAE) hybridé avec la sonde pPVlOl dont l'ADN a été 
migré de gauche à droite après une première digestion par l'enzyme Clal et de haut en 
bas après une 2° digestion par l'enzyme BamHI. Les traînées d' ADN sont estimées à 
300, 100, 50 et 15kb selon une comparaison avec le marqueur horizontal ÂH3 placé à 
partir de la première digestion Clal sur CHEF (digestion non montrée). L' ADN digéré 
BamHI à l'extrême droite (2) sert à comparer les bandes qu'on devrait retrouver dans 
les grands fragments Clal. L'électrophorèse CHEF a été effectuée sur un gel à bas 
point de fusion 0.6% (0.5XTBE) pendant 15 heures à 200V avec des commutations de 
voltage de 60 secondes et pendant 9 heures à 200V avec des commutations de 90 
secondes. L'électrophorèse conventionnelle a -été effectuée à 10 volt durant 18 heures. 
Cette membrane a été lavée à basse 'stringence' et l'autoradiogramme correspondant 
a été exposé 6 jours. 
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L'étude des familles multigéniques telle que la famille des Ig a été grandement facilitée 
par le clonage moléculaire. Il a été possible non seulement de purifier les gènes et 
d'étudier leur structure fine, mais aussi d'analyser leur organisation globale. Grâce aux 
vecteurs cosmidiques, l'insertion de segments d' ADN génômique très longs a été 
possible. De même, des techniques d'électrophorèse en champs pulsé telle CHEF ont 
été développées afin de pouvoir séparer de grands fragments d' ADN génômique pour 
diverses analyses. Ainsi, les questions de position, d'organisation et de réarrangement 
probables des multiples gènes V du locus lgK de la souris ont pu être jusqu'ici 
partiellement répondues. Toutes ces questions sont en rapport direct à l'important 
problème d'expansion et de duplication de ces gènes pendant l'évolution qui a engendré 
le répertoire actuel des gènes V. 
Dans notre cas, l'utilisation d'une banque cosmidique d'ADN génômique de souris 
BALB/c a permis la construction d'une carte de restriction d'un clone liant deux gènes 
K de familles différentes. La technique d'électrophorèse CHEF a été appliquée pour 
connaître la grandeur de ce dernier fragment et pour analyser l' ADN génômique de la 
souris au niveau de la distribution des membres de la familles V Kl sur le locus lgK. 
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D.1 Obtention de la carte de restriction du clone 
Une bibliothèque cosmidique pWE15 contenant de l' ADN génômique de foie de souris 
BALB/c a été utilisée pour isoler un segment de gène V1d. L'ADN codant pour les Ig 
des cellules de foie n'est pas réarrangé contrairement aux cellules B matures. Alors, il 
est possible d'analyser l'organisation du locus lgte au niveau germinal, non-réarrangé. 
Le fragment Bamlil sur lequel le gène criblé se trouvait était d'une longueur de 25.SKb 
(Figure 14.a). Un des premiers essais de clonage de gènes x avec un vecteur cosmidique 
effectué par Cattaneo et al. (1981), a rapporté que la grandeur des inserts trouvés était 
de 31â43Kb. Pour le cosmide pWE15, les inserts ont une longueur moyenne de 38Kb; 
ceci n'empêche pas les plus petits fragments de s'insérer dans les vecteurs car leur 
longueur dépend évidemment de l'enzyme utilisée. 
Une étude de cartographie des gènes de la sous-unité /3 de la gonadotropine chorionique 
humaine contenus dans un cosmide (Graham et al., 1987) a été effectuée â l'aide d'une 
technique d'électrophorèse en champs pulsé (FIGE ou 'field-inversion gel 
electrophoresis'). Les fragments d' ADN obtenus après séparation sur FIGE variaient 
entre 2 et 48Kb de long, tandis que dans notre cas, tous les fragments de l'insert étaient 
inférieurs â 25Kb (Figure 14.b). Donc, le système CHEF était inutile pour séparer ces 
fragments créés suite â des digestions partielles. Ainsi, la carte de restriction du clone 
a été établie grâce â l'électrophorèse conventionnelle de fragments partiels KpnI, XbaI, 
ClaI et Sacl (Figure 20). 
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D.2 Autre méthode de criblage 
Une nouvelle technique de criblage d' ADN par 'slot blot' a été testée pour son 
efficacité. Le 'slot blot' est un appareil permettant d'analyser les hybridations 
ADN:ADN et ADN:ARN. L'appareil lui-même sert à confiner des populations 
individuelles d'acides nucléiques en des traits discrets sur des membranes de transfert. 
Ainsi, un signal d'hybridation sera plus facilement distinguable du bruit de fond, les 
segments d' ADN étant étendus sur un trait, contrairement au 'dot blot' qui laisse l' ADN 
en une tache circulaire. 
Une stratégie de criblage semblable à la nôtre a été essayée par Vetrie et al. (1993) qui 
étudiaient un gêne impliqué dans la déficience en immunoglobulines, XLA (pour 'X-
linked agammaglobulinaemia') et qui avaient modifiés la technique de sélection d' ADNc 
(Parimoo et al., 1991; Lovett et al., 1991). Leur technique, plus complexe, consistait â 
amplifier les inserts d'une banque d' ADNc par la réalisation de réactions de 
polymérisation en chaînes (PCR) et de les hybrider à l'ADN d'un clone YAC (pour 
'yeast artificial chromosome') de 640Kb fixé en 'pools' sur des filtres de nylon (6 mm2). 
Les filtres ainsi hybridés subissaient directement une réaction de PCR et leurs produits 
servaient de sondes pour une banque de cosmides d'où quelques clones servaient 
finalement pour hybrider l' ADN des plages de la premiêre banque d' ADNc. Tandis que 
dans notre cas, la technique est inversée: des 'pools' d'inserts d' ADN génômique 
(-38Kb) sont amplifiés en culture liquide et concentrés sur une membrane par une 
microfiltration â travers les fentes d'un appareil 'slot blot' pour être hybridés. Ensuite, 
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les 'pools' positifs sont criblés en pétri et hybridés avec la première sonde. La stratégie 
générale reste quand même pareille: plusieurs inserts d'une banque d' ADN sont 
amplifiés et rassemblés par groupes, sont hybridés une première fois et les 'pools' 
positifs sont finalement criblés conventionnellement en pétri. 
Environ 3 bactéries (contenant des cosmides) sur 3000 ont pu être détectées par 
hybridation et au moins 5pg d'ADN ont été détectés (ayant une homologie de 100% 
avec la sonde) (Figure 21). Malgré ces tests, cette technique n'est pas encore tout à fait 
au point puisque son application avec le cosmide pWE15 et les sondes d'oligo hybridant 
avec un segment de gêne VKl n'a pas réussi à prouver son efficacité. Peut-être qu'en 
amplifiant les inserts d' ADN par PCR ou plus simplement en continuant la culture liquide 
par une amplification au chloramphénicol (comme fait en pétri), les possibilités 
d'hybridation seraient plus abondantes~ améliorant ainsi la détection. 
D.3 Liaison de deux gènes VK de souris BALB/c 
Selon une carte génétique établie sur le locus lgx (Figure 7), les sondes Vx.9 et 
VK12, 13 (qui sont prês de la région des segments de gêne VKl) ont été choisies pour 
vérifier si le gène criblé est seul sur l'insert. La sonde VK12, 13 a donné un signal três 
fort indiquant très probablement la présence d'un segment de gène VK12 sur l'insert du 
cosmide (Figure 22.a). Le fait que la sonde Vx.9 ait hybridé les mêmes bandes que la 
sonde VK12, 13 s'explique par une homologie d'environ 70% entre ces segments de gène 
et par une grande similarité ( > 80 % ) entre certaines portions de ces sondes (Strohal et 
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al., 1989). Quelques sous-clones ont été produits par la suite pour aider au séquençage. 
D'après les séquences de chacun des segments de gène trouvés sur le clone, le gène 
criblé serait un gène V1c23 plutôt que Vd selon une comparaison avec d'autres gènes 
VK (Strohal et al., 1989) et le gène VK12 signalé serait vraiment un gène VK12 (Figure 
27). Ainsi, le segment de gène VK23 comportait les 3° régions FR et CDR ainsi qu'un 
signal de recombinaison (heptamère-nonamère) en 3' de la région codante. Il était 
incomplet car un site de restriction BamHI situé en 3' de ce gène avait servi pour former 
l'insert de ce cosmide. Comment une sonde VKl (pPVlOl) peut-elle hybrider avec un 
gène VK23 dans le criblage de colonies? En comparant les séquences de nucléotides de 
la sonde pPVlOl et du gène signalé VK23 (Figure 26), nous avons remarqué qu'une 
région très homologue et conservés chez les gènes V, et même chez d'autres espèces 
(Figure 27), aurait pu suffire pour une-hybridation, sachant également que le lavage de 
la membrane avait été fait â très basse 'stringence'. De plus, il semble que le tiers en 
3' des gènes Vd partage 80-90% de similarité avec d'autres portions 3' de plusieurs 
gènes dont VK23 (Kofler et al.,1989). Le gène VK12, quant â lui, était complet et 
fonctionnel (Figure 29). Toutefois, la séquence TATA du promoteur présentait une 
séquence différente de la séquence consensus 5'-TATAAAA-3' (Corden et al.,1980) et 
présentait plutôt la séquence 5'-TICATA-3'. Sachant que la séquence TATA ainsi que 
la séquence octamérique sont des éléments essentiels â la transcription d'un gène, il 
est tout de même impossible de dire si ce gène VK12 est non-fonctionnel puisque cette 
séquence varie beaucoup d'un type de gène à l'autre. Ainsi, par exemple, la séquence 
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de la séquence TATA du gène de la p-globine chez tous les mammifères est CATAAAA 
(Efstratiadis et al., 1980) et les gènes de p interféron ont une séquence TATAAA/0T 
(Weissmann et Weber, 1986). De plus, le facteur de transcription (fFIID) qui reconnait 
la séquence TATA s'y lierait plus facilement en présence d'un tétranucléotide TATA ou 
encore CATA (Xu et al., 1991). 
La distance entre les segments de gène VK23 et VK12 sur le cosmide cloné était de 
-8.SKb (Figure 20). De même, l'étude de la famille VK21 effectuée par Heinrich et 
al. (1984) a rapportée que les membres de cette famille étaient distants de 7 à 21Kb 
entre eux, pour une moyenne de 14Kb. Sur le locus IgH de la souris, les gènes V8 
seraient distants de - 12Kb (Kemp et al., 1981) tandis que les gènes V8 chez l'humain 
seraient liés entre eux par des séquences de lOKb (Kodaira et al., 1986; Berman et al., 
1988). D'autre part, selon des études-intensives menées sur le locus Igic humains par 
Zachau et ces collègues, la longueur des segments d' ADN joignant les gènes VK 
humains serait de 1 à 15Kb (Lai et al., 1989). Donc, la distance obtenue dans notre 
étude n'est pas anormale pour des gènes V. Quelques autres liaisons de gènes V ont été 
faites à part celles mentionnées ci-haut. Quatre gènes V i.. humains ont été reliés sur un 
fragment d'ADN de -lOKb (Alexandre et al., 1989). De plus, les gènes VK21A et 
VK21G du locus Igic de souris ont été rassemblés sur un segment d' ADN de 30Kb 
(Alanen et Weiss, 1989). Le premier cas connu de liaison de gènes VK de familles 
différentes est celui qui présente le rattachement de deux pseudogènes des familles d 'Ig 
de souris VKl et VK9 situés à 12Kb l'un de l'autre (Lawler et al., 1992). Si la partie 
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de gêne V1c23 clonée dans notre étude n'est pas un pseudogène, nous pouvons 
considérer que, pour la première fois, deux gènes fonctionnels spécifiques aux familles 
de gènes VK12 et VK23 ont été rassemblés dans le locus K de souris. 
D.4 Analyses RFLP du locus lgx de souris 
L' ADN génômique de souris digéré BamHI a ensuite été hybridé avec les sondes V1c23 
et VK12, faites à partir des gênes séquencés ici (voir la légende de la Figure 29 pour 
la position des sondes), pour savoir si ces deux gènes se retrouvaient vraiment sur un 
fragment BamHI de -25.SKb d'ADN génômique. D'après les résultats de la figure 29, 
la liaison de ces deux gênes serait possible puisqu'une bande de la bonne longueur 
hybride avec les deux sondes. Ces résultats ont également été confirmés en utilisant une 
sonde VK23 correspondant aux régions_ 'leader' et variable obtenu du Dr D'Hoostelaere 
(Figure 30). 
Afin de déterminer si l'arrangement de ces gênes est semblable chez d'autres souches 
de souris, des patrons de restriction de l'ADN de souches consanguines (AKR et 
BALB/c) et congéniques (B6.PL(75NS) et B6.PL(85NS)) ont été analysés. Les résultats 
obtenus ont indiqué que la famille de gênes VK23 n'était pas placée dans l'ordre 
suggéré par D'Hoostelaere et al. (1988). On se rappelera que l'analyse des REFs de 55 
souches de souris consanguines à l'aide de sondes spécifiques VK avait suggérée un 
certain ordre des gênes VK (Tableau 1). Toutefois, les résultats obtenus par l'utilisation 
de la sonde VK23 fournie par le Dr D'Hoostelaere lui-même, ont été contraires à ses 
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résultats. Les analyses RFLP sont difficiles à étudier dans le cas d'un locus 
multigénique comme celui des familles de gènes VK car les sondes peuvent hybrider de 
façon croisée avec des gènes de différents groupes VK dans des conditions de basse 
'stringence', ou un même fragment d' ADN peut comprendre plusieurs gènes de familles 
différentes, ou les sites de restriction peuvent se situer â l'intérieur de la partie codante 
des gènes. Les analyses RFLP sont aussi limitées par le fait qu'elles ne peuvent 
suggérer un ordre que pour certains membres des familles de gènes. En effet, l'analyse 
des REFs ne peut être prononcée que sur les fragments d' ADN qui diffèrent entre les 
souches de souris pour déterminer les groupes alléliques. 
D'autre part, nos analyses RFLP sur les gènes de la famille V1c23 ont également 
suggéré que le site de recombinaison proposé par le Dr D 'Hoostelaere dans la souche 
de souris 75NS serait probablement inexistant. Malheureusement, la seule évidence 
qu'une recombinaison ait eu lieu dans cette souche de souris a été rapportée 
littérairement par D'Hoostelaere et al. (1988). Ces chercheurs ont seulement référé des 
résultats d'analyses de REFs (tableau V de l'article reproduit en page 20 de ce mémoire) 
effectuées pour les gènes VK23, mais ils ont omis de présenter les patrons RFLP 
(Southern blots) correspondants. Cette contradiction par rapport aux résultats suggérés 
par le Dr D'Hoostelaere nous a incité à investiguer plus à fond dans notre étude à 
l'aide d'autres analyses RFLP avec les souches de souris 75NS, 85NS, AKR et BALB/c 
impliquant d'autres gènes VK (Figures 31 et 32). Le doute qui subsistait concernant 
l'exactitude de nos résultats s'est estompé suite à ces dernières analyses qui ont 
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appuyées nos données précédentes. En résumé, les gènes Vx12, Vx19 et Vx8 pour 
la souche 75NS ont tous un patron de restriction BamHI qui ressemble à celui de la 
souche AKR (ou PL), soit le groupe allélique a, tandis que le tableau 1 (données du Dr 
D'Hoostelaere) indique des groupes alléliques b pour chacun. De même, le REF BamHI 
de l' ADN de la souche recombinante 85NS montre une ressemblance avec le groupe 
allélique b (patron de restriction de BALB/c) et non a, pour la famille de gènes V1c23. 
Donc, nos résultats indiquent que la souche B6.PL(75NS) n'est pas recombinante (elle 
est du groupe allélique a pour tous ses gènes Vx) et que le gène V1c23 est placé 
centromériquement par rapport au site de recombinaison de la souche de souris 
B6.PL(85NS). Suite à ceci, nous nous sommes permis de rectifier l'ordre des gènes Vx 
suggéré antérieurement (Figure 7). Maintenant que les familles de gènes Vxl2 et VK23 
se retrouvent dans une même région et ne sont pas séparés par aucun événement de 
recombinaison, la possibilité de retrouver certains membres de ces familles à proximité 
l'un de l'autre est alors justifiable et plausible. 
D.5 Les gènes de la famille Vd sont-ils dispersés 
ou regroupés sur le locus lgic? 
La technique de gel à deux dimensions nous a permis de vérifier si les membres de la 
famille de gènes Vxl étaient dispersés ou regroupés sur le locus lgx de souris BALB/c. 
Cette famille de gènes a été testée car le criblage aurait dO signaler un gène Vxl et non 
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un gène d'une famille différente. Cette technique nous avait été inspirée par Woolf et 
al. (1988) qui l'avait appliquée à la famille de gènes des récepteurs y de cellule T de 
souris. 
L' ADN génômique a été bien digéré par l'enzyme Clal (coupant rarement le génôme) 
et migré sur le système CHEF. Cependant la digestion des fragments d'ADN Clal, 
prisonniers de l'agarose à bas point de fusion, par l'enzyme BamHI n'a pas semblé 
fonctionner car aucune bande BamHI n'était visible. En comparant les bandes BamHI 
situées près du marqueur de grandeur lH3 à la figure 33, et sachant quel membre de 
la famille V1d (VKlA, B, C, ... ) correspond à ces bandes, celles-ci auraient pu être 
assignées à telle ou telle bande Clal qui séparent le locus en grands fragments. Ici, la 
taille des fragments Clal varie entre 15 et 300Kb selon estimation, ce qui suggère que 
les gènes de la famille VKl seraient possiblement dispersés en 4 groupes sur le locus lgK 
comprenant chacun un ou plusieurs membres VKl. Il est possible que ces fragments 
d' ADN soient à proximité les uns des autres sur une étendue minimum d'environ 450-
SOOKb, mais ils peuvent également être très éloignés et dispersés sur le locus. Les 
gènes de la famille VK21 ont été détectés en deux regroupements de 90 et 30Kb, 
contenant 6 et 3 membres respectivement (Heinrich et al., 1984). Toutefois, tenant 
compte de l'hybridation croisée survenue entre la sonde pPVlOl(VKl) et un gène VK23 
lors du criblage initial de la banque de cosmide, cette même sonde aurait pu hybrider ici 
aussi à d'autres familles de gènes, sachant également que les conditions de lavage 
étaient à basse 'stringence'. En effet, les bandes Clal estimées à 100, 50 et 15Kb 
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montrent un signal faible (Figure 33), indiquant une possibilité de réaction croisée, 
tandis que la bande estimée â 300.Kb a plus fortement hybridé avec la sonde, suggérant 
peut-être un regroupement des membres de la famille Vxl sur le locus Igx de souris 
BALB/c. Alors, pour arriver â des résultats plus concluants, la digestion dans l'agarose 
â bas point de fusion devra être testée et améliorée, et les conditions de lavage devront 
être â haute 'stringence' pour éviter une hybridation croisée. 
Comme nous l'avons vu â la figure 7, cette carte du locus Igx prédit que les gènes 
compris dans les familles sont organisés en groupes ou sont entrelacés sur une région 
du locus. Par exemple, dans la région entre le site où une différence des groupes 
alléliques survient pour la souche 020 et le site de recombinaison 85NS, on retrouve les 
familles de gènes Vx4, 8, 10, 19, 28 et 23 dont les membres pourraient être dispersés 
ou insérés entre des membres de familles différentes. Une évidence directe d'un 
regroupement de gènes a été fournie par une carte physique qui liait ensemble 6 gènes 
Vx21 (Heinrich et al., 1984). De même, les gènes du locus IgH de la souris sont 
regroupés â l'intérieur d'une région limitée du locus, quoique trois de ces familles 
constituent deux groupes séparés par les membres d'une ou de plusieurs familles 
différentes (Brodeur et al., 1988). Au contraire, le locus V" humain semble avoir une 
distribution plus dispersée des membres de ses familles (Kodaira et al., 1986; Berman 
et al., 1987), comme d'ailleurs le locus Vx humain (Pech et z.achau, 1984; Pohlenz et 
al., 1987), ainsi que des gènes du sous-groupe 1 du locus VJ.. humain (Alexandre et al., 
1989). 
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Notre carte génétique suggère que des gènes des familles VK12 et V1c23 seraient liés 
puisqu'ils n'étaient pas séparés par un événement de recombinaison; la souche de souris 
020 n'est pas recombinante entre les gènes VK12 et VK23, même si une différence entre 
les groupes alléliques des gènes VK placés d'un côté et de l'autre de ce site a été 
observée (D'Hoostelaere et al., 1988). D'autre part, puisque seulement deux gènes ont 
été identifiés sur un cosmide, nous ne pouvons pas distinguer si les familles VK12 et 
VK23 sont dispersées, ou regroupées et adjacentes l'une de l'autre. 
D.6 Relation évolutive entre les gènes variables x d'lg 
chez l'humain et la souris 
Le fait que nous ayons trouvé des gênes des familles VK12 et VK23 situés très près 
l'un de l'autre peut être expliqué de différentes manières. D'une part, il est possible 
qu'une copie d'un gêne VK23 se soit insérée dans la région des gènes VK12 par un 
processus de translocation. Des études menées sur des gènes K humains suggèrent qu'il 
y aurait environ 23 % des gènes VK humains qui seraient des pseudogènes dispersés â 
travers tout le locus et insérés entre des segments de gène fonctionnels (Lai et al., 
1989). Si la partie de gène VK23 criblée dans notre étude était un pseudogêne, la 
possibilité qu'il se retrouve près d'un segment de gène VK12 pourrait être plausible. 
Ce processus de transposition observé sur un même locus peut aussi être un phénomène 
de translocation d'un chromosome à un autre, comme retrouvé chez certains gênes VK 
humains (Lôtscher et al., 1986). Il est également possible que les gènes VK12 et VK23 
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se soient retrouvés voisins à cause de recombinaisons homologues (voir Figure 9b) qui 
auraient pu survenir entre les éléments répétés Line-1 (Wilson et Storb, 1983; Gebhard 
et Zachau, 1983) qui se trouvent partout dans les régions intergéniques du locus VK de 
la souris. 
Jusqu'à maintenant, aucun gène VK de souris n'a été détecté sur d'autres chromosomes 
et aucune copie de région VK n'a été rapportée dans la littérature, comme pour le locus 
lgK humain. Par conséquent, l'étude de l'organisation et la cartographie des gènes du 
locus Igr:. de souris devraient être simple, mais ce locus semble complexe et présente un 
nombre plus élevé de gènes. Ainsi, il y a quatre familles de gènes VK chez l'humain 
(VKI, II, m, IV) en comparaison à 28 chez la souris (D'Hoostelaere et Klinman, 1990; 
Kofler et al., 1989). Les gènes du groupe VKIV humain sont três similaires (78-81 %) 
aux membres de la familles VK8 de la -souris, et le groupe VKI humain est apparenté à 
un total de 7 familles VK de souris (VK12/13, VKRF, VKll, VK9A, VK9B, VKlO, 
VK38c). Puisque ces 7 familles sont relativement semblables (dissimilarité de séquences 
<30%, Strohal et al., 1989), elles pourraient dériver d'un gène ancestral unique ou 
d'une famille de gènes. La famille VKII humaine est l'équivalent de 3 familles VK de 
souris inter-reliées (70-81 % de résidus <l'a.a. identiques entre les membres des 
différentes familles) qui sont VK24/25, VKl et VK2. Ainsi, il apparaît probable que le 
grand nombre de familles de gênes VK de la souris est le résultat de la diversification 
des ancêtres VK communs aux rongeurs et aux primates (Kroemer et al., 1991). La 
famille VKIII de l'humain est plus difficile à assigner à des séquences connues de VK 
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de souris car elle manque de similarité significative ( <60%) avec aucun gène Vr:. de 
souris. Toutefois, le meilleur partenaire pour la famille VKIII humaine est probablement 
la famille VK23 de la souris. Les autres familles VK de souris sont encore plus difficiles 
à relier à des familles particulières de gènes VK humains (Kroemer et al., 1991). Par 
ces équivalences, il est évident que les gènes VK12 et VK23 de notre étude ont des 
séquences très éloignées au point de vue évolutif et ont pu suivre des mécanismes de 
duplications et de mutations qui les ont amenés à proximité l'un de l'autre sur le locus 
lgK de souris BALB/c. 
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E) CONCLUSION 
Nous avons établi une carte de restriction d'un fragment d' ADN génômique de souris 
BALB/c montrant, pour la première fois, la liaison de deux segments de gène Vx (VK12 
et V1c23). Nous avons donc apporté des informations additionnelles sur l'organisation 
germinale du locus Igx de souris par l'étude d'un grand fragment d'ADN. 
Cette étude n'était qu'une première étape vers la découverte de gènes VK situés à 
proximité les uns des autres dans le génôme de souris par la construction de cartes de 
restriction de grands fragments d'ADN. Par des études de marches chromosomiques, le 
segment de gène VK.23 pourrait être séquencé au complet et d'autres gènes pourraient 
être liés aux deux gènes déjà rassemblés. Ceci apporterait des précisions sur les 
différents mécanismes de recombinaiSC>n possibles des gènes VK de souris et une 
meilleure compréhension de la génération de la diversité des anticorps associée au 
répertoire actuel des gènes VK établi durant l'évolution des gènes. 
Le système d'électrophorèse CHEF demeure un bon moyen pour analyser de grandes 
régions génétiques extraites de cellules de souris ou insérées dans des bibliothèques de 
cosmides. Cette technique contribuera sûrement à un important avancement de l'étude 
du génôme eucaryote. 
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